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緒
A.従来の研究
;;.6. 
B冊
フリーマーチン症は遠くロ ーマ大帝国設立以前から飼育家に知られている不妊症であ
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り，その最初の記述は紀元前28年に没した作家Varroにより“taura"として引用された内
分泌学的間性の一種である.(Swett， '40) 
本症の解剖学的内分泌学的記述は，一連の Lil1ieの研究 ('16，'17， '17， '19， '22， '23) 
と彼の材料を組織学的に分析した Chapirt('17)の研究に見られる.すなわち，牛双子の96
%以上は単脈絡膜であるが，これらのすべてが血管吻合をもっとは限らないので正常雌は
13%であることが観察され，またま世性生殖器の原基から雌性第2次性徴を調整する機構を
妨げるホノレモンが血管を通して流れる場合を本症の発生原因と推定した. その後同種の報
告が Buyse('36)等により示されたが，双子以上の多胎についてはPeal('12)とBisonnette
('28)の異性三子， Hutt ('30)の異性四子の報告があり， これらの観察者の何れも本症の成
立において「ホノレモン量が転換の程度を決めるのでなく，いわゆる All 01'non R己action
とみるべきJと考察している.Lili巴 ('23)も又 4gにみたぬ 1例の雄胎子の分析におい
て，卵巣を間性化する充分なホyレモン量が分泌されるととを認め，前述の多胎子について
の研究者の考えを支持した.
とれらのいわゆる rLillieのホルモン説Jに関連して，他の種の動物の多胎における脈
絡膜の血管吻合が比較研究され，山羊では Davies('13)， Richards & Johnes ('18)， C1'ew 
('23)，羊では Hunte1'(1779)， Strebel ('09)， Lillie ('2)， Fraser-Roberts & Greenwood 
('28)， Finch巴r& Williams ('37)等により「脈絡)1莫癒合下において血管の吻合が絶無であ
るj ことが報告された.豚においては Lil1ie('2) が極めて稀に胎膜癒合下の血管吻合の
あることを， Hughes ('27)は豚のフリーマーチン類似症例を報告している.これらの研究
に対し， Cohrs ('34)， Fincher & Williams ('37)等は豚のフリーマーチンの存在を否定す
る臨床例について報告している.その他の動物では Hunter(1779)はロパ， C1'ew. ('23)は
ラクダについて間性を報じている.これらの古典的研究の代表者とみられる Lush('24)等
法，フリーマーチン現象は牛以外の一般晴乳動物の聞で起こることはないか，あるいは非
常に稀であり，他動物に定型的フリーマーチン状態がみられるとすれば甚だ稀な例外であ
ろうと論じている.
フリーマーチンの血管吻合起因説を免疫学的に証明したのは Owen('45)であり， 40数
種の溶血素使用による血球モザ、イクを報告した.すなわち胎生期に血管の吻合があれば，
赤血球の原基細胞がニ卵性双子の聞で移動交換し，結果として双子は生後遺伝的ピ異なる
二種類の血液型を持つことになlり，このことが血管吻合の有無の判定に役立つととを認め
た.この種のキメラ現象は異性四子および5子にも存在することが Owen("16， '47)に見
出され，異性三子と四子の血管吻合が フリー マーチン症と赤血球キメラを成立させると
/J、坂と金)1('6， '67)が報告した.双子双方の混合血液を分離測定する方法として， Owen
('46)は遺残血球を血球計算板で算定し， Rend巴1('58)はへマトクリ ット法， Mange ('59)は
遣残血球を Spectrophotomete1'で測定する方法を開発している.溶血反応以外のキメラ検
出法として，山羊新鮮血清使用による凝集反応の実験を小坂 ('63)が報告している.他の
動物における赤血球キメラの証明は， Dunsford ('53)， Nicholas ('57)， Booth ('57)の ABO
System 血液型による人赤血球キメラの報告， Stormont ('48)の羊赤血球におけるキメ
ラ，鶏赤血球においては Billingham('56)などによってなされた.
他の免疫学的手法による証明としては， Anderson ('51)と Billingham(' 52)が「二卵性
双予聞の皮膚移植において血管吻合したものとしないものの聞に，移植片の生存時聞に差
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が存在する」ことを見出したことであり，このことにより免疫学的寛容性が血管吻合によ
って生じることが明らかになった.この発見は白血球に対する抗体の存在を推定させると
同時に，白血球の染色体分析によるキメラ現象の解明の重要な手掛りに発展した.また牛
の各双子聞のキメラ率は， Owen ('47)， Mange & Stone ('59)， Rendel ('58)， Stone & Palm 
('52)などによると双方大体一定であり， しかも本来の血液型遺伝子は全く相手方の影響を
受けずに独立に遺伝することが Stone('60) により報告されている.最近の注目すべき研
究報告としては Stone('64)の細胞融合説であり，かれによると，① キメラ率は個体に
よっては時間的経過とともに徐々に変る，② 造血組織中の赤血球生産細胞はCellmating 
をする可能性あり，という 5年以上の測定に基づく研究である.また Kosa1王a&Kanagawa 
('67， '69)は完全に雌型の白血球 (2A-XX)構成をもっホノレスタイン種牡牛を発見し，その
血液型を分析したところ表現型と遺伝子型が全く逆の異常キメラ体と診断されるべき 1例
の異性双子の雄子について詳細な報告を行なった.
血管吻合の細胞遺伝学的証明としては，最近の組織培養技術の目覚しい発展に支えられ
白血球・骨髄細胞・生殖腺・その他の臓器細胞の培養が可能になったことにより，性染色
体の形態学的観察による体細胞のキメラ現象を見出すに至っている.すなわち，牛におい
ては Nichols('62)， Herschler ('62)， Clossley ('62)， Ohno ('62)， Kanagawa ('65， '65， '6) 
の分析があり，キヌザソレでは Benirschk('62)， Benirschk & Brownhi1l ('62， '63)，人類で
は Uchide('64)の報告がある.この中特に注目されるのは Ohnoの報告であり，① キメ
ラは発生学的に中月五葉組織に多く一部は内目玉葉系細胞にみられる，@ 血管吻合時には
DNA 陽性の原始性細胞のキメラ形成の終了後，血球原基細胞の交換が成立する，@ 確
実な血管吻合の時期は在胎 1 カ月令・胎子体長1O~12nnn において成立する，ことなど
を証明したととである.
その他のキメラ形質としては，、 Transferrinに関するものが Gahn('60)， Dotta & Stone 
('63)に'よって報告されているが，現象としては非常に起こりにくいキメラである.
以上のように従来のフリーマーチン研究は古典的形態学的研究を背景に，最近の血液型
を主とする免疫学的研究ならびに組織培養の進歩に基づく細胞遺伝学的研究によれそれ
ぞれの場で独立した形において進められ今日に至っている.
B.本論文の研究的立場
前項で述べた如くフリーマーチン研究の主流は，① Lillieに代表される古典的手法に基
く発生形態学的ならびに内分泌学的研究と，② Owen ('45)に初まる赤血球表面の抗原に
対する遺伝学的免疫学的追跡による赤血球キメラの分析，.@ Ohno ('62)等による組織培
養に基づく白血球染色体の構成分析に，三大別され得る.これらの研究の理論的，技術的
目標は，フリーマーチンの発生要因の分析と早期診断技術の確立であり，さらに性分化の
人為的統御の基礎資料をフリーマーチン現象を通して得ることでもあると考えられる.
したがって本論文の目的は，フリーマーチン症を血球キメラ体として把握し，独立に発
展した免疫学的手法と組織培養法を主な分析法として併用し，① 赤血球と白血球の血管
吻合下における諸関係の解明，② 同時にこれらの血液細胞のキメラとフリーマーチン症
の関連を分析することにある.そのための基本的立場あるいは血液型研究における著者の
意図するところは，赤血球又は血清中の抗原群を単に免疫学的に表現するだけに止まら
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ず，これらの型物質がどのような遺伝子支配の下にあるのか分析しその意義を整理するこ
とにある.
本研究にあたり，多くの御助言を下さった元東京大学教授佐々木清網博士，直接の御指
導をいただいた，恩師東北大学教授西田周作博士並びに東北大学教授竹内三郎博士，東北大
学助教授勝野正則博士，東北大学助教授水間豊博士に感謝する.なお終始研究の発表を見
守って下さった恩師ホルスタイン協会研究部長析田精一博士，I日師農林省畜産試験場部長
細岡達雄博士，山形大学教授有森康湘博士並びに励まして下さった同教授御母堂道子さん
および組織培養の技術と多くの協力を惜しまなかった友人，北海道大学教官(現カナダ，
Guelph大学客員講師)金川弘司博士，牛の血液型の発展のため深夜の雪道を幾度か共に
歩き，そして論議を交した!日友名古屋大学教官富田武博士，免疫遺伝学の実用化のため共
に歩んだホノレ協血研大石泰之農学士に感謝する.又今日の筆者の研究を在らしめたのは東
京大学教授内藤元男博士と元東北大学教授鳥生芳行博士並びに名古屋大学教授近藤恭司博
士であることを明記し深甚の謝意を表するものである.
なお本論文の大部分は，東北大学審査学位論文として使用されたものである.
第一章赤血球キメラの免疫遺伝学的特性
双子における赤血球のキメラは胎生初期の脈絡膜の血管吻合に起因するとした Owen
('45)以後，これを肯定する多くの研究がなされているが，キメラの免疫学的性質およびそ
の比率の経時的変動に関しては未だ普遍的見解が成立していない.本章で分析した課題は
基礎的分野として赤血球抗原の遺伝子支配の様式 ・キメラ体の子孫の血液型 ・J抗原と キ
メラの関係など上げられるが，今日特に研究の少ない課題としては双子聞のキメラ率の平
行性・キメラ率の安定性・キメラ下における抗体の量的反応の問題・異性三子および四子
におけるキメラの免疫学的構造などについて分析したものである.
第1節材料および方法
1.供試牛
日本全域から採血した異性双子42組，向性双子28組，異性三子4組，異性四子2組を主
な分析材料として利用した.との外とれらの多胎牛に直接又は間接に関与している種牡牛
1058，牝牛9835頭の血液型を調査し参考に供した.特に種牡牛については昭和39年より 3
カ年間の調査結果として，登録番号順に乳牛血液型調査の総まとめ(日本ホノレスタイン協
会発刊， 1967) で報告したが，分析頭数は表 1と表2に示す通りである.抗血清の単離試
表 1 血液型遺伝子推定のための採血頭数 表 2 血球キメラ分析数
ホルスタイン種 診断の種類
年度 t陸 雌 言十
フリ{マ{チシ
卵性
(双子) (三子) (四子)
39 318 3，200 3，518 
40 352 3，310 3，662 42 4 2 件数 28 
41 388 3，325 3，713 48 
1，058 9，835 10，893 青| 76 
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験用供試牛としては，主にジャージー84，
黒毛和種 211，禍毛和種21，見島牛 197，
グノレンジー 20，シャロレー 2，ブリティッ
シュ・フリージァン7頭などである.
2. 使用抗体およびその作成
抗体の国際比較試験で合格した40種の抗
{本 A1・A2・Z'.B ・G・12・K・01・03・
Q ・T.Y1・Y2・D'• Er'・E2'・G'• 1'. J'. 
0'. C2・W1・W2・R・X1• X2 • F1・F2・
V ・Jo• J1・L・S1・S2・U1・U2・U'.H'・
Z ・R'と分析途上の抗体20種を常時使用し
たが，これらの抗体は A・B・C・F-V.
J ・L・Z・S-U・R'-S' の 9Blood group 
syst巴mに属するものである.抗体の作成は
主に同種免疫法により，一部分は異種免疫
ならびに天然に存在する同種正常抗体およ
び異種正常抗体を使用した.抗体の力価は
使用時 titer>< 4 に調整し，その保存は60~
70滴(1滴:約 0.06c)入りのポリエチレ
ン製ピン(仮称:抗体ピン)にて-200C凍
結化し，使用時は体温で振塗溶解させ 1点
滴を直接試験管に滴下させる方法を案出使
用した.(抗体名:表 3)
3.血液の採取および保存
採血は頚静脈から行ない，注射針と容器に
ついては両者が直結する方法を考案したが
図1に示したものである.これは血清と血
球用の血液が 1囲の刺針により現場を汚す
図 1
5 
表 3 使用抗体とその作成i原
Reagent 作成源 Reagent 作成i原
A system F~V system 
A1 1 FJI * 
1，3，4 
A2 1，2 1，5 
Z' 1，2 V 1，2 
B system J system 
B 1 Jo 2 
G** 1，3 J1 2，3 
IK2 *ネ
1 
1 L system 
O 1 
031 ** 1 L 1 
T 
Q 1 
1 S-u system 
Y1 1 S1 1 Y2料、 1，3 S2 1 D' 1，2 U1 1 Er' 1 U2 1 E2'** 1 U' 1 Ea' 1，3 H' 3 F' 1 
G' 1 Z system l' 1 
J' 1 Z*事 1，3 
K' 1 
Or' 1 R' -S' system 
0/ 1 
1 R'** 1 
C syst日m
C1 1 
C2 1，2 
W1 1 
明T2 1 
R 1 
X1 1 
X2 1 
L' 1 
* 1 (Cattle isoimmune); 2 (Normal cattle 
serum); 3 (Rabbit anticattle); 4 (Normal 
goat serum); 5 (Sheep anticattle)料 Homo-
Reagent 
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ことなく採取され，、容器については全く事
故のない 4ccポリエチレン製タレピンを
利用しており，衛生的かっ短い時間で、採血
操作を終えることが出来る利点がある.こ
のように採取した血液は50コ入りの塩化ビ
ニー Jレ箱に入れp 簡易氷室としてポリウレ
タンで作った高さ 50Xタテ 60xヨコ50cm
大の容器に 0.5kg程度の氷を付加して保
存又は輸送した.
血液の保存は実験初期に主に ACD液を
表 4 血球保存1夜の組成
ACD r夜*
sodium citrate 42.0 gr 
citric acid 3.6 
dextrose 37.0 
dihydro-streptomycin 2.4 
distilled water 1 1 
へパリンi夜料
heparin (Na salt) 5.0 ml (5000 1. U.) 
dihydro-str・eptomycin 1.0 gr 
使用法 * ACD 被 0.5cc+血液 2cc 
使用したが表4に示した組成の中，クエン 料へパリンi夜0.06cc+血液 2cc 
酸ソーダ 42grを 60grに変え採血量の
1/4容量を混合する変法を用いた.実験中ストレプトマイシン加ヘパリン溶液が長期保存
に有効であることが確められたので，採血量 2ccに対し 100m以上を含有する 0.06cc 
のへパリン ・ソーダ液を調整し使用した.
4.補体
補体価 4~8倍を有する抗牛血球溶血素を含まない，新鮮家兎血清を用いた.補体の保
存はー200Cにて凍結し，使用時室温 (200C土40Cの範囲)で溶解させ使用直前に生理的
一 一令 i i -i
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食塩水で補体価x2に調整した.その曲家兎血清中の抗J抑制物質の存在については通常
の溶血反応術式において特別な考慮は払わなかったが，血球浮遊液と補体を混合する簡易
法においては家兎の J補体(抗J抑制物質陰性)を特に使用した.
5.反応術式および反応区分
点滴法により小試験管(内径 0.6X高さ 2.7cm) に抗体を入れ，その上にゐらかじめ作
成した 3%血球浮遊液を重ね混和振謹し，非特異的溶血の有無を10分間観察した後家兎補
体を加える方法を行なったが，図 2に図解した通りである.この場合の滴量は抗体の 1
滴;0.06 ml，血球および補体用ピペットの点滴;0.03 UU になるようにピペットの太さを
統一使用したが，割合としては抗体2・抗原 1・補体1であり国際的に統一されている比
率で行なった.反応温度は 210C土どCの範囲の室温である.図3にみられる反応装置は一
回に40頭分の血液の反応を調べる簡易溶血反応板であり，反応板の真下から溶血の度合を
判定するものである.補{本を使用する溶血反応および跨着反応によるキメラ血球の分析
は，実際には種々の比率をもつので難解なケースもあるが，基本的には図4に示す試験管
内の反応の表現である.すなわち， 50: 50のキメラ時には半数の血球が溶血しあるいは凝
集し，残った溶血しない血球は管底に遺残するか勝着反応においては液中に浮遊する形で
観察される.
間 3
図 4
7 
8 
i青非吸着
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補 1本
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表 5 J物質及自然抗体検出法術式
可検血清ヲ検定血球デ吸着 (室温 1時間)
5 
吸着血清 1十抗 J.1. (x 30) (室温1時間感作)
G 
J+ 3%血球浮遊被1ヲ加エ(室温10分振主義放置)
G 
補体1ヲ加エ， 30分， 1時間， 2時間i直ヲ観察
J検定 N.O.A.検定
十 十
十 十 十 十
+ 十 + 十
十 十
No 18ED No 34ED 18ED 34ED 33 7ED 
+ + + + + + 
i主;EBハ Jpositive cels， N. O. Aハ NaturallyOccuring Antibody. 
十 十 十
+ 十 + 
38 42ED 97ED 
十 十 十
溶血反応の区分は溶血の色調と遣残血球の肉眼観察により行ない，完全溶血を 4・無反
応を Oとしてその中間の溶血を 7段階に 3+• 3・2+• 2・v・1・疑わしいものtrと分類し
た.反応の観察時聞は補体を付加した後から，30分・ 1時間30分・ 4時間であり， 最終的
には抗体の種類および反応系に与えられる種々の条件を考慮し陽性?陰性・疑似に分類し
た.
6. J物質の検出法
血球性J物質については前記の溶血反応術式に従い分析したが，血清に存在する J物質
すなわち血清性J物質に対しては抗J抑制試験を表5に基づく術式で分析した.この抑制
反応は可検血清中の自然抗体を JCs血球で吸着した後抗Jを作用させるもので，指示用血
球は吸着に使用した血球と同種のものを使用するのが特徴であり，反応結果としては可検
血清中にJ物質の存在するとき溶血阻止・存在しないとき溶血が起こるのである.表5の
指示血球は Jo型と Jl型の抗原を有する No.34と No.18の血球であり，自然抗体検
出用又は対照血球としては J-血球 (No.33， No. 38) J+血球 (No.7， No. 42， No. 97 
および No.34， No. 18) をそれぞれ使用したが，主な選択理由としては多種類の抗原を
有するととと抗体の同定が仕易い構成であることである.
7. PhenogroupIngの方法
分析の第 1段階は牡牛を中心として約20組の交配牝牛とその子牛の血液型を調べ，約60
種の抗体により同定された antigenicfactorの遺伝を各システム毎に追跡する.次の段階
として上記の交配結果から phenogroups が推定されるが，とれらの推定が遺伝的に矛盾
しないかどうか登録簿(日ホル協会，米国ホノレ ・フリ協会，カナダホノレ ・フリ協会発刊)
に基き登録番号中心に検討した.図 5にあげたパンケカードはとの課程で使用される血液
型カードである.次に国際血液型比較試験のデータおよび輸入牛などの血液型を参考に矛
盾のある phenogroups を修正あるいは場合によっては実験から取り除いた.
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8.主要な遺伝子記号と用語の説明
一/一(町AujA.，aja) 優性因子Aに対する劣性因子(一)(or a)のホモ構成.厳密には
遺伝子を表示する場合は A./A.であり， phenogroupsを表示するときは 一/ーの形
ではあるが，例外を除いて遺伝子型=表現型であるので混同されて使われる傾向があ
る.本論文ではーj-=A.jA.として表現しているが，例外の血液型転換体のときは
特別の註を加えた.
A/一;優性因子Aと劣性因子aのヘテロ構成.遺伝子記号 A^ jA.でもよい.
01/GY2E/ 前述の二例はAシステムの記号であるがこの場合はBシステムのもの.
01とらY2E'というこつの対立遺伝子の構成で、あり B01/BGY2E2' と表示してもよ
U、.
01/ ;遺伝子 01の存在は確認されるが他の対立遺伝子がBOlか Bbか分析出来ない状
態の表示.
/のないもの ;phenogroupingされないで抗原のみの表示をしている状態.
( ) ;不確実な遺伝子又は phenogroups に付加した記号.
/Xj一、
十又は( -+ )キメラの記号.単子キメラを含む二卵性双子以上の多胎にみられる
¥X'/ー /
キメラに使用した記号である.
Phenogroup又は phenogroups;形質群又は型質群とも云うが 1遺伝単位の抗原群の
ことであり，抗原が遺伝子により支配される形を表わしてu、る，
Phenogrouping 形質群又は型質群決定. phenogroup に分類することを云h 方法と
9 
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しでは多くの progeny又は系統譜により抗原群の遺伝を調べて推定する.
Antigen 抗原.本論文では溶血反応において溶血原，抑制反応において抑制原として
使われる.主にAntigenicfactorとして解釈されることが多い.
Antigenic factor ; Phenogroupsを構成する因子としての抗原.抗原因子，型質因子.
Antigenic substanc巴;抗原物質.
キメラ， chimerism 一個体に二種又はそれ以上の血球が混在していることを云い，モ
ザイクとも云う.本論文では生因により，後天的な現象をキメラ，遺伝的な現象をモ
ザイクと定義している.
キメラ反応又はキメラ溶血;部分溶血を主徴とする反応で，原則的には抗原陽性血球に
のみ起こる溶血と陰性血球の遺残によってみられる試験管内反応.
)~着反応又は coagglutination ;補体を必要とする一種の凝集反応.
Dosage reaction ;量的反応.溶血反応においては antigenicfactorがホモ構成のとき，
それがヘテロ構成のときより溶血反応を速く進行させる現象である.これを Dosage 
effectsとも云う.
Homo-reagent ; antigenic factorがホモ構成のときにのみ反応を示す抗体であり，今日
では Dosagereactionを示す抗体を指す.この反応傾向は異種免疫抗体又は異種正常
抗体に多U¥
抗血、清，抗体， reagent， antiseru!l1 ;大体同じ意味の語群として使われる.
正常抗体;自然抗体.天然にある抗体であり，その典型は Jreagentである.現在10種
類発見している.
免疫抗体;免疫によって作られる抗体で、あり，同種聞のものを同種免疫抗体，異種動物
から作るとき異種免疫抗体という.
単向m抗体;単離され他の抗体が含まれない状態の抗体であり，これを reagentと呼んで
いる.これに対し多種類の抗体を含む状態を復合抗体又は多価抗体 (polyvalellt)と云
フ.
i容血価又はj容血反応;試験管内における抗原と抗体および補体の反応であり，完全溶血
を4・以下 3+• 3・T ・2・1+ • 1・tr・O とする. この判定は国際的に統一されてお
り，肉眼による溶血と遺残血球の対比にて判断する.
第 2節成 績
1.種牡牛の血液型遺伝子の推定および親子関係の誤り
「双子の抗原分析の前提として第1に父母を主体とする関係牛群の血液型を遺伝子レベノレ
で推定すること，および使用抗体の種類・数・性質などによりどの程度の phenogroupsが
分析され得るか検討されねばならない.第2に対象とする牛群の親子関係の錯誤率を調べ
その原因と対策を考えなければ正しい分析は難しい.
本項ではある酪農県tこ繋養される 8頭の種牡牛につきBとCシステムのphellogroupsを
推定し，有効な交配数とそれから推定される遺伝子型を調べたものである.親子関係の錯
誤についてはすでに Rendel('57)が394例中 8%の血統登録中の誤りを指摘しているが，
本研究では日本全域からの親子組数815におU、て G.5%の錯誤率を見出したので，その原
因の推定と双子血球分析上の対策を検討したものである・J
10 
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21種の抗血清 (B，G， 12，K， 011 03， Q， T， Yl' Y2， D'， EιEムG'，1'， J'，OιoムK'，
F'， hl) により Bシステムの antigenicfactorを調べその phenogroups を分析した結果
が表6である.すなわち，種牡牛 RSHは抗原 03，J'， K'， O2'を持ち， GSRは T，12'
D'， G'， 0/， KRMDは B，G， K， Y2， E/， 0/， SRLOは D'，E/， G日0/，KBSは G，
Y2， 03， E/， J'， K'， SRZBは B，G， Y2， G'， RCDは B，G， K， Y2， 0"" MSDP は G，
03， Y2， E乙J'，K'， 0"，のそれぞれ異なった抗原構成を示している !これらの抗原群がい
かなる遺伝様式をもつか無作為に選んだ 4~16頭の牝牛を用いて調査したところ 8頭中
RSH， KRMD， SRZB， MSDPの4種牡牛に牝牛の構成のため遺伝を確認されない，い
わゆる有効でない交配がみられた.その数は RSHにおいて 3/15，KRMD 1/5， SRZB 
2/12， MSDP 1/7であり，有効交配に比べ非常に少ない傾向がある.他の種牡牛について
はそれぞれ 16・4・9・13の交配数が全て有効に phenogroupingに関与している. 8頭
の BLocusに乗る16の対立遺伝子の中共通の遺伝子は少なく， GY2E2' は3，03J'K'02' 
は2，(ー)すなわちbは2，その他の遺伝子は全て 1であり，これらのBシステムの遺伝
表 6 Phenogrouping試験 A(交配による)
ある Sire群のBphenogroupsの遺伝と Genotypeの推定
Name B factors Transmited (Frequency)* 交配数 Genotype ph白nogroups
RSH 03J'K'02' 03J'K'02' (7) K'(5) 15 03J'K'02' /K' 
GSR TI2D'G'02' D'G'Oぷ(7) TI2(9) 16 D'G'02' /TI2 
KRMD BGKY2Ez'02' BGKE2'Oz' (3) GY2E2' (1) υ 「 BGKEz'02' /GY 2E2' 
SRLO D'E3'G'02' G'02'(4) D'E3'(O) D'Eイ/G'02'
KBS GY203E2'J'K' GY2E2'(3) 03J'K'(6) 。 GY2E2' /03J'K' 
S.RZB …)3cY2G' BGY2G'(3) 一(7) 12 BGY2G'/ー
RCD BGKY202' BGKYzOz' (9) ー(4) 13 BGKYzOz'/ー
MSDP G03YzEz'J'K'Oz' GYzEz'(4) 03J'K'02' (2) 7 GYzEz' /03J'K'02' 
ネ (Frequency)は遺伝の確認された phenogroupsの回数
表 7 Phenogrouping試験 B(交配による)
ある Sire群のCphenogroupsの遺伝と Genotypeの推定
Nam巴 C factors Transmitted (Frequency)* 交自己数 Genotype ph巴nogronps
RSH CX2 CXz(5) 一(9) 15 CXz/一
GSR 一(16) 16 
KRMD C奇N1 CW1(2) 一(3) 5 CWdー
SRLO W1X2 Wd3) 4 WJ/XlW1) 
KBS C C(3) 一(2) 9 C/ー
SRZB 一(12) 12 一/ー
RCD W1R %R(6) 一(7) 13 、N1R/ー
MSDP C1W CW1(:3) 一(2) 7 CWdー
* (Faquency)は遺伝の確認された phellogroupsの回数
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子構成は個体により異なるごとを示している.これらの遺伝子の中， SRLOのD'E3'のみ
直接の交配以外の系統譜を参考に推定した遺伝子である.
Cシステムについては6抗体 (C，WII W2， R， X1， X2)により分析したが，所有する抗
原はそれぞれ RSHは CX2，GSRなし， .KRMDは CW1，SRLOは W1X2，KBSは
Cj SRZBはなし， RCDは W1R，MSDPは CW1であり，共通に所有される抗原は
KRMOと MSDP牛の CW1，および GSRとSRZBの陰性である.これらの Cfactor 
の共通所有現象は単純に遺伝子の種類および遺伝子構成に反映していることを表7におい
て示されている.すなわち遺伝子の種類は劣性因子(一):9， CvV1:えその他 CX2・C・
W1R・羽T1・不明がそれぞれ1であり，16の遺伝子中(一)が圧倒的に多い.遺伝子構成
においても共通のものがー/一 :2，CWd一 :2あり， Bシステムに比べ共通構成のもの
が多い.これに対し有効交配数はBシステムと同じ傾向であり， GSR・KRMD・SRZB.
RCD の4頭はそれぞれ 16・5・12・13の全交配が有効， RSH(l/l司・SRLO(l/Ll)・KBS
(4/9)・MSDP(2/7) は無効な交配としてみられた.
以上のようにBシステムについては21種の抗体， Cシステムについては6穣の抗体を使
用することにより，妻方の抗原構成を特別に考慮することなく甚接の交配母子の分析か
ら，種牡牛血液型のphenogroupingが可能であると証明された. しかしながらこれら二シ
ステムの phellogroupsの推定には少数の無効交配がみられるが，これは母牛のphenogrou-
pingが必要なことを示しており p 特に双子のキメラ機構の分析においては phellogroupの
構成が問題であることから，抗体の発見とその単離化と同じレベノレで母牛の遺伝子分析が
必要なことを意味している.なお表6および表7のシステム以外の分析結果，ならびに他
の種牡牛群の.，phenogroupingの結果は先述の乳牛血液型の総まとめ(日ホ発刊， 1967) 
頁17~92に報告している.
phenogrouping による親子関係の錯誤の
分析は日本全域の血統登録牛815組につい
て行なったが，全体の錯誤率は 6.5%であ
った.表8はその原因別に分類した結果で
あるが，父側に帰国すると見られる36組は
発情時における重復授精・連続する発情期
に二種以上の種牡牛を交配するケースが主
であり，母側の 4組は人為的な虚偽の申請
に基づくものが多く，採血時の 2組は採血
表 8 親子関係不合の実際数とその原因
(昭和40年度調)
不合数
対象組数 父
側
母
側
? ? ? ???
36 4 2 11 
815 
42 
5. 15:?6' 1.35，96' 
技術のミスから生じるものと考えられるケ
ースである.その他の11組については抗原抗体反応の実験に稀にみられる現象であるが，
主に父母にみられない antigenicfactorが子にみられるケースであり，原因としては抗体
の復合・Dosagereactionの反映・ヘテロ物質の関与・血球の細菌汚染・試験管の汚れな
どである.これは!日来の抗原だけの遺伝で親子関係を鑑定する場合，避け難い誤りの原因
になるものである. したがって実際の錯誤率は 5.15%であるが，双子においてもこの種の
誤りは予測して分析する必要があると考えねばならない.実際に表8に示される原因の
中，大部分を占めるのは父側に原因のある36組であり， しかもこれは現在の繁殖システム
において比較的簡単に真父を求めることが出来る性質のものである.すなわち，例外を除
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いては真父の存在を牝牛の飼育される県あるいは地域内に見出すことが出来る単純な誤り
であり，これを防ぐ方法としては可能性のある種牡牛群を常に並記して親子判定をし真父
を確認後抗原分析を行なうことであろう. 815組の多数例の分析は乳牛の研究に必ずつき
まとう 5%内外の親子錯誤を示しているが，血統登録牛以外の牛群については更に増える
ものと考えられる.
2.キメラ体の溶血反応値と Phenogroup日
「非キメラ双子とキメラ双子における溶血反応値の比較，ならびにそれらの反応と遺伝子
構成の関係を分析したものである.特にわが国においてはこの種の報告はないので，異性
双子2組と向性双子1組を材料としてフリーマーチンならびに卵性の診断におけるpheno-
groupingの意義を検討したものである・J
Sire A と DamA の間に生れたキメラ双子と， Sire B とDamB の聞の非キメラ双
子の溶血反応値を分析したのが表9である.すなわち合Aと♀Aにおいては()で示した
抗A・抗G・抗 Q・抗C・抗W・抗Uz・抗U に対する反応が部分溶血であり，(※印をつけ
た反応以外は SireA又は DamAにおける反応4)両親の完全溶血に比し特異な反応を
示している.この部分溶血は合Aか♀Aの何れかが抗原を持たないことから起因する反応
であり，二種類の血球の中一方の血球にのみ溶血が起こっている状態を示すものである.
これに対し SireB とDamBの間で生れた双子B群は(※印で示される)抗体又は抗原
の性質に起因する部分溶血が多く起こっており，特に抗Kおよび抗J'の反応において僅か
に合Bと♀ Bの相違がみられる. B群の部分溶血が何に起因するかによりキメラの判定は
大きく変るのであるが， Sire BのKとJ'の反応と♀ Bのそれに相似性がありキメラによる
部分溶血とは考えられない.さらにこれらの抗原反応を遺伝子レベルで分析して確認した
のが表10と表11である.
表10は表9に示すA群の分析例であり， Aシステムにおいて合Aと♀Aの(2)の反応は
AHjー と一/ーの二種の異なる遺伝子構成の血球のキメラ反応であり， BシステムのG'
Yz・Qの部分溶血は GYzK'jBz'EK'と QE/jBEz'K'の二種類の混合， CシステムのC'W 
の(2)は CWjー と一/ーから， F-Vシステムの完全溶血4は FjFとFjFの同構成の血球
表 9 キメラと非キメラ血球の溶血反応i直
A 
?
積類 血球
羽TF L Uz U' 
キ
メ
Sire A 
Dam A 
4 . 4 4 4 4 
4 . 4 . 4 ・ 4 2* . . . 4 4 '1
4 (2) (2) 
4 '1 (2) (2) 
4 
4 44 4 . . . • 3* 2* 4 • . 444 
4 4 4 4 . . . 3* 4 4 • . 4 4 . 
4 4 4 4 2* • 3* 3* 4 4 • 4 . 
????Sire B 
Dam B 
注 ( )はキメラによる部分溶血. 串は抗体叉は抗原の性質による部分j容血.
使用抗体40種の中，代表的なものを列挙している.
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Free-martinにおける phenogrouping効果 A (F ree-martill例)表10
R'-S' Z 
sγS' Z/ー
S'/S' Z 
sγS' Z 
SU 
?
????
? ???
???
????
??
?
L J FV C 
L/ー一/ーF/F CR/ー
L/ 一/ーF/F CW/-
-、
L 
CW/一
+ F/F 
土
A/- BI2/BllE2'K' 
全土
AH/-. BGY2K' /BQE2' 
〆'田町、 --ー、、
ま 土
AH/- BGY2K' /BBE2'K' 
十+
士会
BQE2/BDE2'I{' 
B A 
Sire 
Dam 
ド♀
一/ー
こはキメラ表示.
? ?
Free-martin における phenogroupingの効果 B (Fre←martin にならない例)表11
R'ーS'
S'/S' 
Z 
Z/ 
SU 
?
? ?
??
??
J 
JCS ja 
FV 
F/F 
C 
もNjX2/Wj
全
WjX2 
B 
BBGKY2I'02' J' /BI2 
土ま
BBGY212I'02' /BY212 
会
BI2/BBGY2]2I'02' 
A 
一/一Sir巴
S'/S' Z JCS /ja F/F A Dam 
S'/S' Z ja/ja F/F Wt! A/ーi ♀ S'/S' Z H' ja /ja F/F Wt! A/-BsGKY2I'02'J'/BBGY2]2]102 
卵性の診断における phellogroupingの効果(非モザイグ)表12
A RιS' 
S'/S' 
S'/S' 
S'/S' 
日'/-Z/ー
士
Sd一一/ー
土
SdH' Z/ー
ま
Sd-Z/ー
Z SU L J FV C B 
一/ー
士
JCS /ja W/R/-F/V BK]2Y{ /BY{02' A/ーSire 
JS/ F/V 
土士
一/-BKY2031'j('(Q2') /BY2031'l(I(Q2') CWt! Dam 
JS ja FIV CWt!ー
土土
BKY203J']{'(Q2') /BYj'02' .¥3 ~j A/ー
占 ~2 A/ー BY203J '1('02' /BYj'02' S'/S' JS/j" F/V CWt!ー
a 、
図 6
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の反応結果であり，さらに u2.U'の部分溶血は S-uシステムの遺伝子構成 U2UF/E5，
とI3F/ー の血球キメラから起因する反応である.
一方表11に示す非キメラの例はBシステムの遺伝子のみ判定に関与している.すなわち
表9におけるKとYの部分溶血は SireBの遺伝子 BGKY21'02'J'/12中 BGKYJ'O/J'か
ら起っているものと解釈される.♀の遺伝子構成 BGKY21'Oz'J'/BGY2121'0/中 BGK
Y21'02'J'は Sireから， BGY2121'0/ は Damから遺伝され，合の1dBGY2121'O/はそれ
ぞれ Sire(12)と Dam(BGY2121'02うから遺伝されたものであり，少くともKと]'の部分
溶血はキメラ溶血でないことがさらに確認された.
表12に示したのは図 6においてみられる外貌審査によるー卵性双子の分析例である.こ
れは外貌上の斑紋・骨格・施毛の位置 ・乳鋭部の逆毛・尾房の形によりー卵性と診断され
たのであるが，遺伝子分析の結果表12の如く非キメラ体であることが判明し二卵性双子と
して処理されたものである ~ すなわち完全溶血をしない変性した抗体Kと力価の弱い抗H'
の反応に差が見出されたので，父・母の完全な phenogroupingを行なったところ，♀ 1 の
Bシステムの遺伝子構成主yム]'K'O//Y/Oム♀2においては Y20aJ'K'02'/Y/O/の二
型が推定され， S-Uシステムにおいてはら/H'とら/ー のそれぞれ異なる遺伝子構成が
推定されたものである.
3. phenogrouping 法と従来法の比較
「従来の遺残血球法および抗原の反応だけでキメラを判定する場合， どの程度診断出来な
いものが出るか phenogrouping法と比較の上検討することは重要である.又9種の血液
型システムの中どのシステムの phenogrollpsがフリーマーチンおよび卵性の診断により
関与するか知ることは，血液型技術の簡易化に関係するところであるので，本項目におい
て分析し， phenogrouping法が血液型分析の際必要な優れた方法であり， かっ Bpheno. 
groupsが診断に関与する機会が多いことを確認したものである・J
表13における遺残血球法(A')は非溶血部分を回収し再度溶血反応を行ない確認する方
法であ T，21例中確診10，判定の疑わしいもの 5，全 く診断出来ないもの 6(28.6%)の結
果を得た.単に通常の溶血反応のみで判定する (A")法は41例の分析中確診13(31.7%)， 
疑似10(24.4%)，診断不可18(43.9%) であり，これに対し同材料を phenogrouping し
件数
診{硲f(件)
断l診 l(+) 
のE
分l疑以
大;1l診断不可
表13 Ph巴nogrouping法と従来j去におけるキメラの診断成績の比較
従来法 (A) Phenogrou ping法 (B)
i登残血球法
(A') 
21 
10 (47.6) 
5 (23.8) . 
6 (28.6) 
抗原のみの分析法
(A") (A" i去+Bi土)
一一一一一一-4一一一一一 一ー一一一←一 一一一一ー
41 41 41 
一 一一一ー一一 ----_.- …一 一 一 一
1 15 
(68.3) 
. 10 (24刈 8 (19.5) 3* (7.3) 
18 (43.9) 5 '(12.2) O 
注 +十，十表示は診断可能， A'，において (朴)は2システム出立 3種以上の抗原・(十)1シス
テム又は2種以下の抗原陽性， B法において(-t十) 2シスヂム以上 ・(+)1システムがキメ
ラ陽性の意*剖検の結果フ リー マ{チシ.( )内はsb.
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た場合には確診が 68.3%になり，診断不可のものが 12.2%に減少している.さらに A"
法と B法を考慮して診断する場合は41例中確診38(92.7%)，疑似 3，診断不可Oとなり，
診断力が著しく向上している.但しA"法は異性双子の雌雄子が両方必要であり，若し片
方が欠ける時は殆んど診断は出来ない.一方 phenogrouping法は両親の遺伝子分析を条
件としているので，片方が生存しなくても容易に診断することが出来るという点で従来法
と全く異なっている.表13において確診を(件)と(+)に区別しているが， A"法にお
いて(什)は 2システム又は 3種以上の抗原がキメラのとき， (十)は lシステム又は 2種
以下の抗原がキメラのとき， B法においては(+ト) 2システム以上， (十) 1システムがキ
メラのときを基準にしているものである.この区分によると従来のA"法の確診(*) 2 
に比し， phenogrouping法は確認(十ト)13であり，非常に精度が向上していると脅えられ
る.A"十B法における疑似の 3組は剖検の結果フリーマーチンと後日判定したが，その後
の白血球染色体の分析により血液型の疑似はキメラである傾向が多いことを確認した.
上記例を一部含む材料によって各システムの phenogroups のキメラ判定における関与
力を調べたのが表14である.すなわち完全に A・B・C・F-V.J ・L・S-u・Z・R'-S'の
各システムを phenogroupingした場合，異性双子において Bphenogroupsが圧倒的に高く
Cと S-uなどを上廻り，システムの antigenicfactorの数に平行する傾向を認めた.卵
性の診断においては11組中 9組が二卵性双子と判定されたが，関与する phenogroups は
Bシステムに多く， Jシステムの 6の高度関与は胎生以後の特異遺伝様式の効果と考えら
jもる.
4.キメラ体におけ.@子孫の血液型
「二卵性双子;のキメラ体において固有の血球と相手方から移動転移せる血球との聞に抗原
の融合とか遺伝的変異の誘発に影響するものかどうか，キメラ体を母にするときと父にす
るときに区別して比較分析したものである.その結果 Stone('60)がキメラ種牡牛で報告し
た内容と同じく，子孫の血液型は親のキメラにより影響を受けない形質であることが証明
表14 各 SystemのphenogroupsのFree-martin及び卵性の診断時における関与・の比絞
件数 A B C F-V J L 5-U Z R司'
フリーマーチン 11 2 11 8 1 6 1 1 
卵性の診断 11 1 9 6 3 6 2 2 3 1 
表15 赤血球キメラと子孫の phenogoupsの独立性
1. Damの Chimerismについて
Lab. No. 
T7 
265684 
Daughter 
571590 
Husband 
35321 
Blood Type System 
A B C F-V L S-U Z R'-5' 
y 203J'K'O' /ー C/- F/V -/一日，/ 
TI'QD'G'Y1'/01 C/W2X2 F /V ー/- H'/ 
5'/S'¥ 
S'/8') 
Ad~ GY2Ez'/一
一/- GY2E2' /01 
Wd- F/V -/- H'/一一/- 5'/S' 
C/W1 F/V ←/一一/一一/- 5'/S' 
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された・J
同性双子の一方である T7 (No. 265684)牛が生後3年にして娘牛35321を， 交配牛35321
の聞で生産したのが表15の例である.すなわちAシステムにおける母牛本来の血球は A1/
ーであり，相手方からの転移血球は一/ーの遺伝子構成であるが，一/ーの父牛と の聞
に，正常反応をする A1/一 構成の娘牛を生産している.これをBシステムについてみる
と， T7本来の血球Y20SJ'l('Oz'/ー ，相手方は TI'QD'G'Y'/01であるが，娘牛は母方か
ら劣性遺伝子(一)と父方から GY2Ez'が遺伝され，母方のキメ ラ(抗原としては Y2J'
l('Oz'TI'QD'G'Y1'Ol の11抗原)の影響を全く受けない.CシステムにもW1X2の抗原に
キメラが観察されるが，娘牛には母方から(一)，父方から W1遺伝子がきており，母牛本
表16 赤血球キメラ と子孫の phenogroupsの独立性
2. 8irE.の Chimerismについて
Lab. No. 
Blood Type 8ystem 
A B C F-V J L 8-U Z R'-8' 
JP BGK/01G2Y wt!ー F /V JS/jaー/- H'/一一/- R'/Sヘソ
36999 BGK/D' F/V ?一/- H'/一一/ー
a晶 ... ・ー・・ー・ー合唱'骨唱...........・....----・.-.-..・ー・，
JP 1 GY 2E2' /OsJ'K' C/ F /F JGs/ ー/- H'/ 一/-' 8'/8' 
JP 1-1 BGK/GY2Ez' C/ー F /V JGs/ ー/- H'/ 一/- 8'/8' 
JP 2 -/ー GY2E2'/GY2 CRW2X2 F /F JS/ 一/一一/...-: Z/- 8'/8' 
JP 2-1 BGK/GY2E2' RW2X2 F /V JS/ 一/一一/一一/- 8'/8' 
JP 3 At!ー Ot!ー C/W1 F/F JCs/ 一/一日'/ Z/- 8'/8' 
JP 3-1 BGK/ー C/明日 F /V JGs/ ー/一 一/一一/- 8'/8' 
JP 7 Adー Y20sJ'K'/GK CW1Xz/-F /F JCs/ ー/一一/- Z/Z 8'/8' 
JP 7-1 OGY 2/Y 203J，K' /ーー F /V JGs/ ー/一一/- Z/- 8'/8' 
表17 赤血球キメラと子孫の phenogroupsの独立性
3. 8ireのChimerismについて
Lab. No. 
Blood Type 8ystem 
A B C F-V J L 8-U Z R'-S' 
E BGKO' /GD'O'G'五/ー F /F JGS/jaー /-H'/81 日 S'/8 
37179 OsJ'K' /BGKO' C/ー F/F JS/jaー/一日'/ Z/-8'/S 
、.・:-'，'-"'. ， ~ .・・・・ ・・....__.‘・ー..‘ー.....ー
E 1 At!ー Ot!ー CXz/Wt F /V j"fja 一/- H'/H' 一/- S'/S' 
E 1-1 一/ー GD'O'G'/Ol Wt!X2 F /V JGS/jaー /ー ら/H' Z/- S'/S' 
E 2 At! OsJ'K'/ CR/X2 F /F JS/ja L/- H'/ Z/- S'/S' 
E 2-1 At!ー GD'O'G' /03J'K' XZ/ F /F JCs/ ー/-H'/H' Z/- S'/S' 
E 7 D'G'/O' CXt! F /F JS/jaー/-81H'/一一/- S'/8' 
E 7-1 A2/ー BGKO'/D'G' CX1/(X2) F /F JCs/JS -/-H'/ー Z/-S'/S' 
E 10 At! G'O'/O' CXZ/ー F /V JGs/ ー/-81町/H'Z/- S'/S' 
E 10-1 At!ー BGKO'/G'O' XZ/ー F /V JGs/ ー/-8t!H' Z/-8'/S' 
17 
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来の phenogroups(A1/-， C/一， Y20aJ'K'O'/一)は独立して遺伝されることがわか っ
た.
異性双子の合がキメラであるとき子孫にどのような遺伝をするか分析したのが，表16に
示す No.36999の例である.これは木来の血球がBシステムにおいて BGK/01GY2，相手
方からの転移血球 BGK/D'のキメラ体であるが， JP 1 との間に正常の溶血反応を示す
JP 1-1， BGK/GY2E/ を生産している. JP 2 との聞では BGK/GY2E2'，JP 3との聞
では BGK/一， JP 7の聞では 01GY2を遺伝して OlGYdY20aJ'Kを構成し 2つの対
立遺伝子 BGKと OlGY2は相手方の D'遺伝子あるいは BGK遺伝子による影響は全く
見られない.他のシステムにおいても Cの明ら抗原がキメラ反応を呈しているのである
が，その子孫においては W1遺伝子が(一)遺伝子から由来するところの正常な反応のみ
観察されている.
表17に上げた例は向性双子合牛 No.37179を種牡牛にした場合の遺伝様式を表わしてい
る.表15と表16のニ例と同じく本来の遺伝子構成は上列にし，下列が転移血球の遺伝子構
成であるが， E 1-1， E 2-1， E 7-1， E 10-1の子牛群に見られる如く， Aシステムでは
A2又は(ー)遺伝子，Bでは BGKO'又は GD'O'G'遺伝子， Cでは X2と(一)， S-Uで
は町と Sl遺伝子群は全く相手方の血球型に関係なく遺伝されていることがわかった.
5. Jシステムと血球キメラの関係
「牛血球の抗原物質は遺伝子により直接血球表面に存在すべく位置づけられるものと，遺
伝子により血清中の被性抗原として位置づけられた後間接的に赤血球に付着する性質をも
つものの二型ある，前者はAシステムを初めとして B・C・L・Z.M・R'-S'などであり，後
者は Jシスラムにみられるタイプである.この J遺伝子は抗原の存在位置により， JCs (血
球表面と血清中に抗原をもっ)，と JS(血清にのみ抗原がある)と j" 血球と血清の何れに
も抗原の存在しないもの)に分類されるが， JCs型は生後20日前には存在せず JS型とし
ての反応をこの時期に呈するのが一般的知見である.したがって JS型と jn型の開で血
管吻合する場合，あるいは JS又はj"と JCS型の間の血管吻合の場合，抗原の反応と位
置などがフリーマーチンおよび卵性の鑑定上分析されねばならない課題となる.キメラ時
Lab. No. 
HeT ¥. 6 
12 
表18 血球キメラ時における Jsystemの態度
Sex 
合
Freemartin 
Sire 
Dam 
♀ 
♀ 
Sire 
Dam 
Age (days) 
35 
35 
112 
112 
他chiSmyesrtei smm の J system 
有無 phenotype 
キメラ JS 
キメラ JCS 
ナ シ J" 
ナ シ JCS 
キメラ
キメラ JS 
ナ シ JS 
ナ シ JCS 
18 
Genotype 
JS/ja 
JCS /j" 
j"/j" 
JCS /JS 
jn/ja 
JS/ja 
JS/ja 
JCS/j筒
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における J抗原群は元来液性抗原のためキメラにならないと Stormont('49)に報告されて
いるが，木項の結果も同様であり特に卵性の診断に重要な形質であり，フリ{マーチンの
判定においては注意しなければならない反応であること を認めた・J
他のシステムにおいて血管吻合が証明されている異性双子と向性双子のJシステムにつ
いて分析したのが， 表18に示す HeT5と6およびHoTllと12の例である.HeT5と6
は表現型において .rsとJCSを示しているが， Genotypeからみれば HeT5はJVja(旬:
から JS，父から ja遺伝子)，HeT.6は JCS/ja (母から JCS，父からj'遺伝子を受ける)で
あり，表現型と遺伝子型が一致している.若し他のシステムでみられるキメラ現象がある
とすれば，抗Jを使用するとき HeT5と6に部分溶血が同じように観察されねばならな
いが，この種の反応は全くみられない.このととは血球上のJ抗原が胎生期以後血清から
付着するということと，血球原基細胞そのものにJ物質又はJ物質生産能力があるのでな
く血清の被性J抗原を，遺伝子Jが支配しているということを肯定するものである.一方
同性双子の HoTllと12においてはそれぞれ表現型 ja とJS.遺伝子型 ja/ jaとJS!jaであ
り，よ く表現型と遺伝子型が一致しているが， これは血清性J物質は他システムのキメラ
にも拘らずその影響はないことを示している.
したがってこれらのJシステムの反応から J物質は本来血球性のものでなく血清性のも
のと考えられ， J物質生産細胞は血管吻合と関係を持たないことを意味している.このこ
とは異性双子のフリーマーチン診断に際しJシステムの相違は意味がなく，卵性の鑑定に
おいてはこのシステムの分析が重要な意味をもっとと を示唆している.
J物質の存在部位による品種の比較を試みたのが表19である.ホルスタイン種3042頭に
おける分類は， JCsが 788(25.90%)， JSが 900(29.59%)， jaが1354(44.51%)になり，
卵性鑑定には表現型からかなり分析出来ると考えられる.遺伝子頻度は Homo-Reagent
がないため， Wiener ('35)が人間の MNシステムの分析に使った genecounting method 
は適用出来ないので Cotterman('54)の提案する Squareroot method により計算した.
すなわち J+遺伝子 U刊が各集団において Hardy-Weinb巴rglowの遺伝子平衡の状態に
表19 各品種におけるJ物質の存在部位による比絞
牛品 種
Typ巴
ホルスタイ ンジヤ{ジー 褐 手口 黒 手目 見 牛ヘ レトカラフォーF'
JCS分析数 788 26 32 28 66 
C%) (22.90) (39.39) (27.35) (16.28) (38.60) 
JS 900 11 33 38 60 ，7 i 
(29.59) (16.67) (28.21) (22.09) (35.09) 
1354 29 52 106 45 3 3 
付4.51) (43.94) (44.44) 、(61.62) (26.32) 
Total 3042 66 117 172 171 3 3 
QJ+ .1392土.0046.2216:1.0386 .1477土.0242.0851土.0154.2164土.0238
QJ- .8607土.0046.7784土.0386.8523土.0242.9149土.0154.7836:1.0238 
ホJ-= (JS + j")，町叫+=~守三
19 
あると考え， J-遺伝子を JS+j"とした場合:
Genotypic frequency は
σ十J+)=QJ+2
(J+ n=2QJ+・QJ-
(J-n=QJ-2 
Phenotypic fr巴quencyは
(J )=QJ+2+2QJ+・Q9J-
(j)=W J-)=Qr2 
これらの式からホノレスタイン種は
QJ-=-v'1}了=0.8607
QJ+=1-Qr=0.1392 
Standard Error は
SQJ+=SQJ-=) 1:二監三 =0.0046
'v 4N 
他品種におけるア遺伝子頻度はジャージー .2216土.0336，禍毛和種 .1477土.0242，黒
毛和種 .0851土.0154，見島牛 .2164土.0238の数値を示しており，これらは卵性の鑑定に J
システムの遺伝子群が充分に関与し得るととを表わしている.
6.キメラの比率とその安定性
「同腹双子間におけるキメラ率の平行はOwen('47)などにより報告されているが， Rendel 
('57)は比率の平行しない例を認めている.キメラ率の経時的変動については Stone ('64) 
が報告し，造血細胞の融合説を称えている.若しキメラ率が双子聞において平行せずかっ
経時的変動の可能性があるならば，血液型によるキメラ分析はかなり精度がおちる危険が
ある.本項目においてはこれらの問題をとり上げp 双子聞にあるキメラ率は平行し，生後
40日までの分析では経時的変動は認められないことを確認した・J
異性双子聞のキメラ率の平行は表20fこ示す如く， HoK3と4などのフリーマ{チン確認
牛を使用した.分析抗原は各システムに亘っているが，キメラ率の最終判定は白血球の性
第 1号山形大学紀要(農学)第6巻20 
と計算した.
異性双子聞のキメラ率の平行性表20
?
3 & 1+ 
3 & 1+ 
2+& 2+ 
2+& 2+ 
2+& 2 
2+& 2 
3 
Freemartin 
Fre巴martin
キメラ率料・
28.3 
27.6 
42.0 
39.1 
61.3 
61.5 
溶 血価分析抗原名2ド
Freemartin 
Freemartin 
51.0 
51.3 
26.4 
31.0 
3 
3 & 2 
3 & 2 
GY2D' 
GY2 
]'K'03 
J'K'03 
GY2K 
GY2K 
Y2 
Y2 
GY2CZ 
GY2CZ 
Sex 
?
?
?
?
?《
?
???
?
?
??
?
?
Lab. No. 
HoK. 3¥ 
HoK. 4/ 
HoK. 5¥ 
HoK. 6/ 
HoK. 7¥ 
HoK. 8/ 
HoI'王.11¥
HoI'仁 12/
HoK. 21¥ 
HoK. 22/ Freemartin 
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*キメラ体として分析した抗原 料 2A-XXをキメラ率推定に利用(白血球)
)双子のキメラの託されているもの
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表21 フリーマーチシ牛における血球キメラの安定性(i容血反応による)
分析抗原名
Age 
Lab. No. Sex 03 J' K' 
(days) 
1/2 1 4 (hrs) 1/2 1 4 (hrs) 1/2 1 4 (hrs) 
13 2 2+ 2 2 1 1 1+ 
HeT 6 
14 2 2+ 2 2 1 1 2 
HeT 14 ♀ 20 2 2+ 2 2 1 2 2 
HeT 14 ♀ 35 2 2 2 2 1 2 2 
HeT 14 ♀ 40 1十 2 1+ 2 1 1+ 1+ 
染色体の比率を参考にしたものである.HoK3と4は抗G・抗 Y2および抗 D'にキメラ
反応を示し，前二者の溶血価3，後者は 1+を示しており，比率としては GY2 の血球が
約60~70%， D' を含む phenogroups の血球が40~30%程度と考えられる. HoK 5 と6
はキメラ率が約40%であり，溶血価 2+&2+， HoK 7と8の組ではキメラ率約61%，溶血
価がそれぞれ 2+&2であり，キメラ率50:50のHoKllと12の溶血価は 3を示しており，
HoK21と22の組の比率は約30%，溶血価がそれぞれ 3&2であり，溶血価および白血球
から推定したキメラ率は双子の血球に全く差がみられない.
Lab. No. 13と14について生後6日から， 20日， 35日， 40日の採血によりキメラ率の安
定性を分析したのが表21である.20日齢以後 No.13牛が殺処分されたので No.14牛の
み分析の対象になったが， 日齢の経過に伴なう抗 03・抗J'・抗 K'に対する反応は08に
おいて 1 時間値 1+~2， 4 時間値にて 2~2+ の範囲にあり，J'では 1 時間と 4時間値が殆
ど同じ2の反応を示し，K'では30分値 1，1時間値1~2 ， 4 時間値 1+~2 を示してい
る.以上の反応は40日齢までのキメラ率が安定していることを示しており，大部分のフリ
ーマーチンの診断時日齢が30日未満であることを考えるとき，キメラ分析に経時変動を考
慮する必要はないと云える.
7. キメラ反応と DosageReaction 
「少数の抗体に phenogroup喧の構成の関係により， Dosag巴 reactionを呈するものがみら
れる.この反応はしばしばキメラ反応とか抗原の sub-typeの反応，変性しつつある抗体
を使用するときと類似の反応になり，誤診を誘発する危険があるので，本項ではキメラ率
とDosagereactionの関連を反応値において比較したものである・J
遺伝子構成と溶血反応の進行について分析しているのが表22であるが， Homo-reagent 
GY2およびE/の反応が遺伝子構成の異なる単子において差があることを示している.す
なわち GY2E//GY2E/において抗Gの反応は“2ぺ“4勺“4勺抗 Y2の反応は“4"，"4"， 
“4"，抗 E2'の反応は“0ヘ“3"，"4"の 0.5・1.5・4時間値を示しているが， GY2E/をヘ
テロ tこもっ単子 GY2E//ー ーにおいては抗Gが“oヘ“2+ぺ“4"，抗 Y2が“0"，“3"，"4"， 
抗 E/が "0"，“1"，“3+"の時間値を示している.これはGとY2抗原がホモにあるとき
30分値で反応を起こすが，ヘテロにあるときは1.5時間値から反応が見られる Dosage 
reactionの典型的反応である.しかるに人為的キメラとして， GY2E/ホモ血球 (GY2E//
GY2E/)と一/一 血球を 1: 1の割合で作るときは，抗Gおよび Y2において “1ヘ“3HP
21 
第 1号・
“句3"および“2γ+"う'“
に一/一血球2の比率の人工キメラtに乙おいて，抗Gは“吋1"う，“勺2"，“
“勺2γ+"う，“
とであるが 2 1混合区は溶血度が高くなつてUい、る.
とれに対し GY2E/ヘテロ血球 (GY2E//一一)と一/一血球を 1 1に混和するとき，抗
Gにおいて30分値0，1.5時間値2+，4時間値 2+であり，抗 Y2 においては“0ヘ“2+ぺ
“2+"， 2 1においては“0"，“
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キメラ率と DosageReactionの関連
i容血反応進行度
XHomo-Reagent G H01l1o-Reagent YReagent E2咋
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1 2の割合においては抗G “0"，“1勺
“2+ぺ抗YZ"0ヘ“2+ぺ“2+"を示し明ら
かにキメラ反応と Dosagereactionの開に
差はみられる.以上の反応を集約すれば血
球の抗原構成による反応差は，キメラ率30
%程度ではキメラ反応に影響を受けずに分
析されキメラ率の推定もある程度可能な場
合があり得ると云える.
図7は表22に基づき反応時間と溶血度の
関係を図表化し，遺伝子構成の異なる正常
単子血球および人工の各比キメラ血球につ
いて比較したものである.すなわち G/G
構成のものは0.25~0.5時間において tl'又
は1の反応であるが， G/ー 血球は 1時間
において 1，1.5時間において γ 値を発現
している.ホモおよび、ヘテロ構成の血球は
3時間{直において一致する反応に至ってい
る.抗Gを用いて抗原構成を推定する場合
は Dosagel'eactionの最適時間として， 0.5 
~1 時聞を求めることが出来る.又各比の
人為キメラの反応においては G/G十一/ー
の比 1 2のとき， 1.5時間以後反応値“1円
が進行せず， 1 : 1のときと同じく1.5時間
以後反応値"3"が変らない.これらの観察
からキメラの一方の血球の溶血は他方の血
球の溶血に関与せず独自の抗原抗体反応を
起こしP さらに G/G 血球の反応終点 1~
1.5 時間に比し G/一血球のそれは 2.5~3
時間の間にあるので， 30: 70に近い比率を
示すキメラ体においては Homo-reagent使
用により，キメラを構成ナる両血球のphe児
nogroupingが可能なケ一スも考えられる.
8.異性三子のキメラ構造とその反応の
特異性
「雄子および雌子からなる異性3子のキメ
ラにおいて，キメラの免疫学的構造と反応
の特異性を検討した報告は非常に少ない.
本項目においては異性3子のキメラを三重
キメラとして分析しその反応の特異性を報
告する・J
フリーマーチン症に関する免疫遺伝学的研究一一小坂
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キメラ構
成数料
G 
2/3 
Y2 
2/3 
山形大学紀要 (農学)第6巻第1号
表24 三重キメラ体の遺伝子構成
分析抗原名
E2' 01 C1 W1 X1 S1 H' 
2/3 2/3 2/3 1/3 2/3 2/3 2/3 
Sire Type Adー GY2E//01Xd- F/F Jcs/j" 1/1 SH'/- Zj-S'/S' 
DamTypeー /ー GY2E2'/K' CWd-F/F JCs/ー 1/1 H'/一一/-S'/S' 
Z 
2/3 
、山 ~~ (T1ー/-GY2E2'/01 CWd-F/F j"/ー 1/1 SH' /H' Z /-s' /S' Presumed 
空語{T2 /ーー GY2E2'/K' Xd- F /F j"/ー lパ Hトー/-S/S'(E120:i30)
以 lTa /ーー OdK' CW1/← F/F ju/ー 1/1 -/- Z/-S'/S' T1 T2 Ta 
* 反応度より推定せる genecombination， T1， T2， Taは単なる略号
料キメラ構成数=抗原陽性の胎子数
全胎子数
表231こ示した反応は合 1と♀ 2の異性3子におけるキメラ反応である.すなわち，分析
した抗原は G・Y2 • E2' • 01 ・ C1 ・ W1 ・ X1 • S1・H'・Zの10種であるが，SireとDamの
溶血値 4又は 3+ に比し子群の反応値は tr~3 に終る典型的なキメラ反応を示している.
又3子の聞の反応差は雌雄に関係なく全く見られず，三重のキメラと解釈される.TlI T2 
および Taの子群の反応から実際の血液型遺伝子の組み合せを推定した結果が表24であ
る.すなわち，抗Gに対する 3 子の反応は 2~3 の溶血価を示し， G抗原が三者の中二者
の血球表商に存在していると考えられる.同様に Y2・E/・01・C・X1・S1・H';およびZ
についても，三者のキメラ構成においてその中の二者がそれらの抗原をもっていると推定
される.しかし，抗原W1のみ三者中一者の血球に存在すると考えられるので，これら三
者の本来の Geno-typeは夫々Bシステムでは GY2Ez'/01・GY2Ez'/K' • OdK'， Cシス
テムにおいてはCWd一・ X1/一・CWd一， Zシステムでは Z/ー・一/一・ Z/ー と推定
するのが妥当である.これらの異なる遺伝子構成の血球が三重に混在しているキメラ体で
あるとの推定は，後の白血球の培養により 2A-XX細胞(♀型)約70%・2A-XY型(合型)
30%が各個体にみられたことから，正しい推定であると とが立証されている.
9.三重キメラの安定性
「三重の構造をもっキメラ体の経時的変動などに関する報告は全くなく， 単に双子にみら
れるこ重キメラ時と同傾向のものと一般的に推定されている.本項目では生後60日齢まで
三重キメラ体を分析し，二重キメラ と同様にその比率において安定していることを認め
た・J
三重キメラの安定性を検討するため，抗G，抗 Y2，抗 E/の三種の抗血清を使用し，
生後10日， 30日， 62日齢における溶血反応を調べたのが表25である.すなわち， G抗原は
10日齢で ST1において30分値“0"・1時間値“2"・4時間値“3"であり， ST2は“0"・
“2"・“2+"，ST3は“0"・“1"・“2+"の同傾向の溶血値を示している.この溶血値からキメ
ラ血球の 2/3量が溶血しているものと推定される.これをさらに30日齢でみるとST1“0"・
“2"・“3"，ST2句"・“2"・“2+"，ST3“0"・“2"・“2+"，62日齢のときは ST1'0"・勺"・
“3"， ST2 "0"・"2"・“3"，STa“0"・“2"・“2+"を示しG抗原に関しては経時的変動はみ
られない.同様に Y2 とE/抗原においても10日・ 30日・ 62日齢の分析値は同じ傾向を示
24 
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し， 生後62日齢で分析する限り三重のキメラ体の比率は安定している.
10.異性三子におけるこ重キメラ例
「異性双子において血管吻合するものとしないものが存在するが 3子以上の多胎におい
てキメラと非キメラ個体が同腹に存在し得るかどうか報告はない.胎生時血管吻合の要因
を探 りさ らに血管吻合の人為抑制の可能性を検討するには，胎子の着床位置 ・血管吻合の
時期 ・多胎子の発育と胎盤構造などが明らかにされねばならない.本項目ではこれらの解
剖学的問題に興味ある知見を示唆する異性3子の二重キメラ例を分析したものである・J
異性3子のキメラ構造は全て三重とは限らず，二重キメラも存在し得ることが表26の分
析で明らかである.すなわち，合子 Na，♀子 N1N2からなる 3子のうち N1N2のみ分析
した結果(分析以前に Na屠殺処分)， Reference Reag巴ntX"にキメラがみられている.
はじめX"抗原は合子 Naとの血管吻合を疑われたが，白血球の染色体分析により zA-
XY刺胞が N1Nz個体に 1コもみられないことから，雌子同志のキメラと判定されたもの
である.血液型の各システムの遺伝子構成はー卵性双子を推定させるような例であるが，
Lab. No. 
ST1 
ST2 
STa 
ST1 
STz 
STa 
ST1 
STz 
STa 
Age 
(days) 
10 
30 
62 
1/2 
表25 三 重 キメラの安定性
十1 原 名
G Y2 
1 4 1/2 1 4 
2 3 2 2+ 
1+ 2+ 2 2 
1 2+ 1 2 
2 3 2 2 
2 2+ 2 2 
2 2+ 2 2 
2 3 2 2 
2 3 2 2+ 
2 2+ 2 2+ 
Ez' 
1/2 1 4 (hrs) 
1+ 3 
1+ 2' 
1 2 
1+ 2十
1+ 2+ 
2 2十
1 2 
1+ 2 
1+ 2 
Anti C1， W1， X1， W1， S1， H'， Z'も伺様反応の安定を示す (田告)
表26 異性3子における二重キメラ
Lab. No. S巴X
A B 
Nl rzrん/ー GY2E2'/E/
Nz rzt A1/-GYEU/E3' 
Na ma¥e* 
B¥ood Group System 
C F-V J L S-U Z RにS' N-F 
CWt/XzF/Fー/-'L/-H'/H' Z/-S'/S' ，X"/一‘
I + ) 
CWt/X2F/Fー/-L/一 町/H' Z/-S'/S' ¥_/_ I 
38553 Sire At/ GYZE2'/D'Gz'O' CWt/ F/F /ー-'L/-SlH'/H' Z/-S'/S' X"/-
203270 Dam A，/ BY1G'02'/E/ Xz/C F/F jn/_ L/-SlH'/H'一/-S'/S'ー/ー
* Not Test， ( ) Chimer均1Reaction 
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X"抗原のキメラの説明としては二重キメラが妥当である.本例における血液型および白
血球の判定の正しいことが，後日正常発情と妊娠により証明された.
1.異性四子のキメラ構造とその特異性
「異性4子および5子についてのキメラを分析-したのは Owen('46，リ7)であるが，そ
の免疫学的構造とか反応の特異性に関する充分な分析はない.本項目では稀少例である異
性4子のキメラ分析により，四重のキメラ構造が成立することを見出したものである・J
雄子1雌子3からなる異性4子においては表27にみられる如く，二重キメラトこない多彩
な特異反応がある.これらの反応は本来の四子血球における遺伝子構成の相異に起因す
る3 いわゆる四重のキメラ反応と考えられる.すなわち，抗 A1の“1"の反応，抗 A2の
“3H，抗 Gの"2"の意味するものは，四種の血球中一子に Al抗原をもっ血球があり，三
子に A2抗原が存在し，二子にG抗原があるということである.これらの溶血価の特異性
と，あらかじめ分析した父 ・母:牛の遺伝子構成から，各血球の本来の遺伝子構成を推定し
表27 異性四子のキメラと浴血側
分 析抗‘原名。
Lab. No. Sex 
Al A2 G 03 Y 1 Y 2 E2' J' 0/ Y { C1 W 1 X2 H' Z 
一一一一一一一明ー 一一一一一一一 一一一一一一
Ql ♀ l 3 2 3 3 3 3 2+ 3 1 . 3 3+ 2 2 
Q2 ♀ 1 3 2 3 2+ 3+ 3 3 2 tr 1 3+ 3+ 2 1+ 
Q3 合 1十 3 2 3 3 3 3 2十 2+ 1 3ト 3十 2 l十
Q4 ♀ 1 3 2 3 3ト 3+ 3 2十 2 1+ 3ト 3+ 2 2 
33393 Sire . 4 4 4 4 . 4 4 4 
KFS 571594 Dam 4 4 宅4 4 . . 2 4 4 4 
キメラ構成数* 1/，1 3/4 2/4 3/4 3/4 3/'1 3/4 3/'1 2/4 1/4 1/，1 3/4 3/4 2/4 2/4 
ヰ四重キメラにおける各抗原の反応、度から推定 。使用抗体60種の中の反応に変化のあるもの
キメラ構成数料
Sire Type Az/ー
Dam Type At!ー
A2/ー
遺伝守口
L担 Az/ー
表28 四重キメラ体の遺伝子構成
分析抗原名
Al Az G 03Y1 Y2 E2' J' O2' Y，' C1 VVl X1 X2 H' Z 
1/4 3/4 2/4 3/4 3/4 3/43/4 3/4 2/4 1/4 1/4 3/4 1/4 3/4 2/4 2/4 
GY2Ez' /03J'K'O/ Wd-H'/ー Z/-F/F l!l S'/S' 
Y t!E3'O{Y r' CXt!X2 H'/一 一/-，'-F /F 1!l S' /S' 
YJ/03J'K'Oz' ? CXt!--' H' /→(orH') Z/- F/F lI1S'/S' 
E3'02'Y1'/GY2Ez' ? Xz/Vl1 H'/寸orH')一/- F /Fl !lS'/S' 
構成中 Q3 At!ベorAz)Yt!GY2E/ ? X2/W1 一/ー 一/- F/F 1/1 S'/S' 
Q4 Yt!03J'K'0よ ? Xz/Vl1 一/ー 一/- F/F 1/1 S'/S' 
*反応度より推定せる genecombinution， Presumed C. R ;合 ♀1 ♀z♀3 
料 キメラ構成数=抗原陽性の)J台子数
全胎子数
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表29 多胎子のキメラ発生本
キメ ブ の稜類
種類 調査組数
四 重 三重 二 重 非キメラ 不 明
異性双子 42 35 (83.3) 6(14.3) 2 ( 2.4)
異性三子 4 3 1 
異性四子 2 2 
同性双子 28 20 (71.3) 4(14.3) 4キ(14.3)
76 61 (80.3) 10 (13.2) 5 ( 6.5) 
( )内%ヰー卵性双子とみられる
たのが表28である.Aシステムの分析では父 A2/一，母:Ar/ーであるから，四子のうち
2子血球がん/一 1子がん/一，残る 1子が一/ー であり， Bシステムでは父 GY2E//
OaJ'K'O/，母YI/Es'02'Y/であるから 4子のそれぞれの構成は Ea'02'Y//GY2E/， Yr/ 
OaJ'K'O/， Yr/GY2E/， Y1/OaJ'K'O/， Cシステムにおいては父 Wr/一， 母 CXr/X2で
あるから 4子のうち3子が X2/W1，他の 1子がCXr/ー と推定するのが妥当である.他の
S-uシステムでは町/ーが2子，ー/ー が2子， zでは 1子がZ/ー ，他が一/ーと考え
られる.これらの異なる遺伝子構成の血球群が4子の各個体に存在しているのが，この異
性4子のキメラの特徴である.
12.多胎子のキメラ発生率
「同腹の多胎子におけるキメラの発生率とその構造を分析することは，フリーマーチンの
早期診断および卵性の鑑定上重要な課題である.本項目では異性双子 ・同性双子 ・異性3
子および異性4子について， キメ ラの発生率とキメラの種類を分析したものである・J
表29に示す如く，キメラの発生数は異性双子42例中35例 (83.3%)，向性双子28例中20例
(71.3%)ー卵性双子の 4例を除くと2，1例中20例 (83.3%)，異性3子4例中全例にキメラ 3
異性4子2例中2例に各種のキメ ラがみられた. キメ ラの種類としては双子のキメラが二
重 3子のキメラが三重と二重 4子のキメラが四重を特徴としている.異性3子および
4子は何らかのキメラを示しているがs これは同腹の胎子数の増加が血管吻合の機会を増
すことを意味するのかどうか問題がある.
第3節考察ならびに要約
血球抗原のキメラを初めて Owen('45)が証明し Lillieの説を免疫学的に解釈し得たの
は3 初期の多くの研究者により各種抗体の単離と抗原の遺伝分析がなされていたからであ
る.特にBシステムの抗原50種の分析およびそれらの構成する phenogroupsの研究は，
Bシステムだけで 300種以上の phenogroups，phenotypeの数は実に1500以上に至ると計
算される (Stormont'62). しかし，本実験に使用したBシステムの抗体は約20種であり，
他システムの抗体も充分でないにも拘らず，キメラ分析において殆ど完全に近い状態の
phenogroupsを推定し得たのは，表1および表 2，乳牛血液型の総まとめ(日ホ発干1]，
1967)に示されるように徹底的に多くの牛の血液型と系統の分析を行ない，血液型遺伝子
分布の全園地図を作成したからであろう.この事実は血球表面にどの種の抗原物質が存在
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するかという旧来の立場が，血球表面の抗原物質群がいかなる遺伝子により支配されるか
という研究的立場に方向を変えざるを得ないことを示している.古典的な異種免疫多価抗
体法(papacz& Dusiski '58，細田と小坂 '63)が親子鑑別に利用されたが，抗原の遺伝子
支配に触れることが出来ないためいい成果を得ていない.この多価抗体では血球キメラを
検出することが出来ないし， Dosager巴actionの逆効果により誤った親子鑑定を導く危険が
あり，現状の血液型技術から省くべきであろう.
親子関係の錯誤率は血統登録牛において 6.5%として見出されたが， Rendel ('57)の8%
に近い.これは必ず直面する系統の乱れであり，これらの錯誤に対する予防策としては可
能性ある種牡牛群の血液型を常に登用させ真父を確認後抗原分析を行なうべきであり，徒
らに所有者の申告や公式の登録簿を過信することは出来ないと考える.
キメラ分析において|日来の遺残血球法などと phenogrouping法の比較は診断可能(確診
+疑似)の前者56.1%に対し後者87.8%であるが，前者は異性双子の雌雄が両方分析されね
ばならない欠点をもち精度が低いので，後者の ph巴nogrouping:法がフリーマーチン・卵性
鑑定には常法とすべきである.キメラ検出においては表14にみられる如く Bphenogroups 
の関与する率が高いが，この原因の第1は他のシステムに比べ遺伝子数又は phenogroups
が多いことと，わが国の牛の育種において極端な近親交配が避けられていることの反映と
考える.
外貌診断によるー卵性双子11組中 9例を二卵性と血液型技術は判定するが， Rendel ('56) 
はH5組の外貌上一卵性の中25組を二卵性と判定した.このことは外貌診断による卵性鑑
定に大きな警鐘を与えることで一致するものであり，双子の卵性診断には一次外貌審査，
二次血液分析というこ段階で鑑定する必要がある.Rendel ('56)が二卵性双子80例に73例
のキメラ ・7例に非キメラを認めたが，少例の報告として著者 ('65)は9例中 1例の非キ
メラを報告している.これらの報告は Keller& Tandler ('16)などの胎盤の解剖学的観察
による90%の血管吻合率とよく合致するものである.これらの血液型による判定の意味す
るものは，血液型鑑定は否定の場合のみ利用出来るのであるからさらに多くの確実な遺伝
形質を分析し，それにより判定をしなければ誤りが生じる可能性があるということであ
る.
キメラ体の子孫における血液型はキメラ体を父・母の何れにとるときも，全く遺伝的変
異を誘発することなく本来のphenogroupsが確認された.すなわち，血管吻合によるとこ
ろのキメラ現象は子孫に持ちこまれないことであり，さらにphenogroupsは独立に安定し
遺伝する 1つの単位であることを意味している.キメラ種牡牛についてのみ， Stone ('60) 
が子孫の血液型を報告しているが本成績の表15・表16・表17と同結果である.
キメラ時にJ抗原群は全く関係しないことを Stormont('49)が証明した.すなわち， J 
物質は元来液性抗原であって生後 1週間前後に血球から吸着される性質をもっており，血
球を生産する組織で合成されないのでキメラの影響を受けないとされている. patel ('57) 
はこれを， JS型個体の血球が JCS型個体の血清と混和 incubateする際 JCSになり得ると
いう事実の発見により証明した.本研究の表18に示した如く，他システムにキメラがみら
れるときのJシステムの反応はキメラの影響を受けない抗原反応を表わし，前記研究者ら
の報告と一致している.
キメラ体の比率の安定性については表21に示した如く，生後40日までの追跡ではあるが
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安定していると云える.しかし，最近の ston巴 ('64) の報告によれば 1 年~8 年以上の
10組のキメテ体の分析により，比率が徐々に変化するもの ・極端に逆転するもの ・造血細
胞の Cel1matingを推定させるもの・全く変化のないものを認めている.彼は前二者につ
いて抗原抗体反応だけの現象観察に終っているので問題があるが，若し技術のエラーがな
いとすれば，血球原基細胞の着床部位における分布あるいは血球増殖力が年令経過により
変動するということであり，単に抗原の構成から推定する限り Immuno-tol巴，ranceの経時
変動とは考えられない.この報告の問題の造血細胞における融合現象は，融合ではなく胎
生時向性3子で分娩時2子における三重キメラの経時的変動と考えることが出来る.
Sorieul & Ephrussi ('61)とBarski('60)は腫蕩細胞の研究により somaticcel matingが
稀でないととを報じているが， 96%の大量の造血細胞が全て融合し第3のphenogroupsを
作ると考えるのは難しい.さらに融合の結果と彼の云う phenogroupsが，父母がら遺伝さ
れた共通のphenogroupsと混在する率において年令に応じて変動する事実から，抗血清の
変性 ・対象牛のピロプラズマ症などの疾病 ・試験管の汚染なども考える必要がある.しか
しながら，現象の事実はともかくとして変動する年令は生後数年間経過した個体に多いの
で，フ リー マー チン症の早期診断に関係は少ない.
Dosage r巴action とキメラ反応は酷似することがあるが，その主因は変性過程の抗血
清，過稀釈の抗血清，補体価の低下である.充分な抗体価と補体価ならびに反応温度が与
えられる限り，表22にみられる如く Dosagereactionとキメラによる部分溶血に差を見出
すことが出来る.抗F・抗V・抗Zなど 7種の抗血清に Dosagereactionを認めた Stor-
mont ('52)は異種動物の免疫によって作成する抗血清に Homo-reagentの傾向があると述
べている.この現象を antigenicfactorの量的差異によるとする Masour巴dis('60) に対
し，溶血反応における一種の Heterosis効果と考えることも出来るが，今後の興味ある問
題である.
双子以上の 3子・ 4子にもフリーマーチンがあることを，Peal ('12)， Bisonnette ('28)， 
Hutt ('30)，石原 ('52)，Rajakoski ('63)，小坂 ('6)，金川 ('66)などが報告しているが，後
二者を除いては，フリーマーチンの成因の探求に関連した生殖器の解剖学的記述に重点が
おかれている.異性3子については別々の分析技術から，著者は父母の phenogroupingに
よる三重キメラを，金川は白血球染色体分析による 2A-XX型細胞と 2A-XY型細胞のキ
メラを確認した.この三重キメ ラは1O~60 日齢で観察する限り 三子聞で同率であ り反応に
差異はみられないが，これは双子における Owen('47)などの報告と同傾向である.異性
3子の子宮内における着床位置は不明であるが，血管吻合した 3子のキメラ率が同程度で
あることから 原基細胞の産生 ・移動 ・着床の時期は同じ頃であり，血液循環により平均
化されているものと推論される.異性4子における四重キメラについては，赤血球および
白血球の分析により金)!1と小坂 ('67)，Kosaka & Kanagawa ('69)が報告しているが，赤
血球および白血球の各個体における比率は同じであること を特徴としている.
キメラ発生率は異性双子42例中36例 (85.71%)，非キメラ 5例 (11.76%)であるが，比較
的新しい報告の Stone，Stormont & lrwin ('52) 74例中66例 (89.2%)のキメ ラ，8例(10.8
%)の非キメラとよく一致する.さらに古い報告としては Strebel('09); 8頭中 1例の正
常雌， WiIliams ('36); 7頭に 1頭の正常雌， Spencer ('39) ; 11例中繁殖可能のものOなど
である.Lilllie ('23)は彼自身の記録および他の研究者 {Keler(91例中 6例正常)， Luer (113 
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例中 6例)Li1lie (39例中 6例)}の平均により，異性双子の正常雌の割合は7.'1%と報告し
ている.これらの正常雌の出現率は本研究の 11.76%に比し少し低い理由としては，彼等
の数字に whiteheifel' dis巴aseや先天性卵巣発育不全症などの生殖器異常が加えられてい
るように考えられる.
同腹双子聞におけるキメラ率の平行は Owen('/17)， Mange ('59)， Rendel ('58)， Stone 
('52)などにより研究されているが， Rendel ('57)は比率の平行しない 1例を報告してい
る.本研究では赤血球と白血球の両面から比較分析し差のある例に接することが出来なか
ったが， Rendelの特例報告はピロプラズマ症などの疾病による反応差か技術上のエラー
の可能性もある.なぜならば発生期における血中原基細胞の比率が双子における血球の比
率を決める要因であり，原基細胞の比率のコントロールは個体の一種の生産能力の差又は
生産時期の反映と考えられ，遊走細胞を着床させる能力に差があるとは考えられないから
である.若し Rendelの報告が正しいならば，原基細胞の着床に差異を認めることであ
り，着床部位と考えられる骨髄 ・肝臓 ・牌臓などに親和性の差とか異常があったと解釈し
なければならない.この問題に関する回答は今後に残されている.
以上の第一章を要約すれば
1.種牡牛および、双子の血液型遺伝子を約40種の抗血清により分析することは，胎生時
初期における血管吻合有無の確実な証明法たり得る.血液型の geneticsystemのうち， B 
を頂点にphenogrol1psの多いシステムほどキメラに関与する率が高い.
2. キメラ体における子孫の血液型は父・母.の何れにキメラがあっても固有血球と転移
血球の聞に変化を認められない.キメラ体内で抗原融合とか子孫の遺伝的変異のきっかけ
にはなり得ない.
3.赤血球表面の抗原構造をその遺伝単位である phenogrol1psに細分化して分析するこ
とは，免疫反応のみ表示又は分析する従来法に比しキメラ診断法としての精度が著しく高
い.この方法による親子関係の錯誤率は分析例 815組中 6.5%であり，諸外国の事例と同
じ傾向である.
4. 異性双子42組中35組 (85.7%)にキメラ 6組 (11.8%) に非キメラ，外観上のー
卵性双子11組中 9組 (81.8%)にキメラ 1例非キメラ，各1組不明を見出した.異性3
子4組のキメラ分析では三重キメラ 3組，二重キメラ 1組，異性4子2組のキメラ構造に
おいては全て四重であるととを見出した.
5. 同腹双子聞のキメラ率は平行しており，その比は生後6~40日齢で分析する限り変
動がな1('，.三重キメラの 3子聞のキメラ率も平行的であり， 1O~60 日齢の聞ではその比率
に変動はない. ，4子聞のキメラにおいてもその比率に平行的傾向がみられた.
G. Jシステムは血管吻合の影響を受けない形質であるという従来の学説を確認した.
これは血球上のJ物質が本来血清性のものであることを意味しており，卵性の鑑定に利用
し得る重要な血液型であると云える.
7 . Dosage l'eactionはキメラ反応と溶血反応の初期において類似であるが，抗体価・
補体制 ・1温度 (240C土4)を満足させる限り識別可能である.
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第二章 白血球キメラの細胞遺伝学的特性
牛の染色体に関する研究は古くは1892年 Bardeleben{こ初まり，胎子の精巣・卵巣を材
料とするためその数においては16~38コと区々であった.最近の組織培養の目覚しい進歩
により Sasaki& Makino ('62)， Ohno ('62)らは合:2A-XY， ♀: 2A-XXの60コを確定
したが，異'性双子についても血管吻合による白血球キメラが成立していると 2・3の研
究者により指摘されるに至っている. しかしながら，フリーマーチン診断技術としての実
用性に関する検討は未だ充分でなく，さらに双子以上の受胎についてのキメラ形態又は染
色体異常と疾病に関する研究報告は全く乏しい.
本主主で分析した課題は培養白血球の性染色体の雌雄における形態学的差，異性双子にみ
られる白血球キメラの形態，キメラの経時的変動の有無，キメラ率の多様性および双子以
上の多胎子における白血球キメラの形態についてである.
第1節材料および方法
1.材料の採取と保存
頚静脈から約 5ml採血，ただちにヘパ
リンソーダ 1ml(1000IUを含む) と混和
して凝囲を防ぎ，血液はなるべく早く培養
することがのぞましいがp やむを得ない場
合 L!"Ctと数時間保存する. 1昼夜以上要す
る遠隔地の材料は，表30，表31，表32，表
33組成の培養液に入れ 370Cで培養しなが
ら研究室に運んだ.
2.培養方法
ベパリシ血 1mlに培養液 3nuならび
に 5or/m1の phytohemagglutinin-M型
0.2mlを加え，小型培養角瓶に入れ静かに
混和し， 37"Cで72~96時間静置培養する.
この間白血球の発育をよく観察し，最盛期
の分裂時に僻卵器から取り出す.ついで
colchicine溶液 (50r /nu) 0.2 mlを加え再
度 370Cに静置する. 3時間経過後，培養
j掘を振渥し管底に付着する細胞を液中に浮
遊させ，遠心管に移し 1000r.p. m 5分間
遠沈して細胞を集め，上清を捨て 1%クエ
ン酸ソーダ液で再浮遊して室温に10分開放
置する.その後，再び 1000r. p. m 5分間
遠沈し上清をすて，カノレノア固定液(メタ
ノーノレ 3 氷酢酸 1)5mlを加えピペット
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表30培養液
Ba1anced sa1t so1ution. 1 250.0 m1 
Trip1e distilled water 1，450. 
Amino acids 250.0 
Vitamins 25.0 
Ba1anced salt So11tion.I 250.0 
Penicil¥in 200，000.0 lnits 
Pheno1 recl 0.5 ml 
表31 培養液の組成
i 緩衝塩類溶液 B.S.S.
第 11夜
Sodillm ch10ride 68.00 g 
Potassium ch10ricle 4.00 
Potassium dihydrogen phosphate. 
(NaH2P04・2H20) 1.52 
Sodillm bicarbonate. (NaHC03) 22.00 
Dextrose 10.00 
Trip1e clistiled water 1000. 11¥ 
第21夜
Ca1cilll11 ch1oricle. 
(CaClz・2H20)
Magnesiul11 sllfate. 
(MgS04・7H20)
Triple distil巴dwater 
2.60g 
2.00 
1000. 11 
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でよく撹枠し15分開放置する.再び遠沈し
て上清をとりかえ，同操作を 5回繰り返
す.最後に固定被の細胞浮遊液を清浄なス
ライドグラスに 1滴落して薄層とし，すみ
やかに乾燥させ，ギムザ染色を施しパノレサ
ム封入で鏡見する.なお材料採取から標本
作成に至るまで無菌的に行なう必要があ
り，管底の細胞の液中へ浮遊化させるとき
の振動はあまり強力にしては細胞がとわれ
る.図8は上記の培養法の図解である.
3.性染色体の観察
正常雄牛の細胞は29対の常染色体とXと
Yからなる 1対の性染色体，正常雌牛のそ
れは29対の常染色体と 2コのXからなる 1
対の性染色体を有し，それぞれ合計60の染
色体が数えられている. 29対の常染色体は
いずれも端部着糸型であるが，性染色体は
次中部着糸型であり，しかもX染色体は大
型で常染色体の最大のものと同大， Y染色
体は小型で常染色体の最小のものとほぼ同
じ大きさである.普通光学顕微鏡の1400倍
で観察しているが，馴れると 600~800倍で
識別可能である.
4.供試牛
第一章で使用した供試牛の一部を白血球
培養に使ったが，異性3子・ 4子について
/i ζ戸/
表32 埼養液の組成
H アミノ酸類
I-Arginic HCl 0.420 g 
I-Histidine HCl • H20 . 0.200 
I-Lysine HCl 0.364 
mー百ueonine 0.357 
DI-Varine 0.351 
I-Leucine 0.393 
I-Isoleぇlcine 0.393 
DI-Phenyl aJanine 0.330 
I-Tyrosine 0.181 
DI-Tryptophane 0.061 
DI-Methionine 0.298 
I-Cysteine HCL 0.242 
I-Glutamine 2.193 
I-Aspargine H20 0.504 
Triple distilled water 1000. ml 
表33 培養液の組成
目 ピタミン手責
Thiamine hydrochloride 0.001 g 
Choline chloride 0.001 
Calcium pantotenate 0.001 
Folic acid 0.001 
Pyridoxamine dihydrochloride 0.001 
Nicotinamide 0.001 
B~~ Oml 
Riboflavin 0.0001 
、Tripledistilled water 100. ml 
ζ:;a ζ矛~ρ 4二刃
????????。???? ? ???????
?
?
??
?
???
?
?? ?
?
?
?
???
?
? ?
????
??
?
??、
?
?
?
?
?
?
?
?
??
?? ?
?
? ????
??
?
? ??
?
述i克 述i士100l'pm，5min
+Carnoyセsol(5c)， 
固定時間 15min，
向操作5問繰り返し
lOOO"pm，5min 
十I%Sodium
citrate(5c)， 
IOmin放置
一点滴落す Giemsa染色
急速乾燥
Canda b.lsam 
封入
図 8
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は共通の材料である.
第2節成 績
1.個体の雌雄性と培養白血球の染色体
『白血球の染色体が正常雌および正常雄においていかなる形態であるか，向性双子・年
齢・品種・内分館、学的条件の変化(去勢)と性染色体の構成との関係を検討したものであ
る.本項目の結果は上記諸条件色関係なく染色体の形態が安定しており，第二章・研究項
目2以下の対照実験としての意味を持っている・j
図 9
図10
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培養白血球はホノレスクイ ン種の単子合1♀1 (生後6カ月i給)，双予として ♀の向性ニ卵
性双子(生後 2才 6カ月)， 合の同性二卵性双子 (生後 6カ月)各 1，他の牛種として黒毛
和種去勢合(約2年経過した肥育牛)から得たものである.すなわち，単子の♀Ch25牛
は55コの白血球を数えられ， 55コ中全て 2A-XX構成の染色体を有 'しており，一方合の
Ch 2 牛は20コの自1(n.球の全てが 2A-XY構成を示しているが，これは図 9と図10にみ;ら
れる通りである. ♀の同性双子 Ch3は10コの白血球の染色体が分析され， 58の常染色体
と2コのX染色体がみられており Ch25牛と同様である. 合の同性双子C5牛は70コの白
血球中全て 2A-XYの染色体構成を示し，単子の合子と同様の構成を示している.黒毛和
種の去勢牛K3は32コの白血球を分析したが，全て 2A-XY構成の染色体を示している.
以上のように性染色体は単子・双子・品種・去勢などに関係な く，本来の性を表現するも
のである (表34).
図9は600倍率の分裂期の細胞(→印)と分裂後期の細胞が混在している図である.図
10は染色体の形を対比するため，相同染色体とみられるものを並べた形であり，→印は
X又はY染色体を示している.(染色体の並べ方は顕微鏡写真を切り抜いて，大きさを比較
した上で行なうが，塗、床標本の乾燥次第で染色体が重なることがあるので注意を要する.)
2. 異性双子における白血球キメラ
「本項目では異性双子にどのような白血球キメラがみられるか，性染色体の形態を中心に
フリーマーチン牛について分析したものである.J
血管吻合した Ch4の合 ・♀および Ch5の合・♀の異性双子について白血球の培養を
行なったが，その分析結果は表35に示す通りである.すなわち，生後4日齢において採血
表34 培養白血球の染色体数と雌雄性
Lab. No. 品積 性 年(Yr.m令0・) 総白血数球 染色体数 性染色体
Ch 25 Holstein 0.5 55 60 xx 
Ch 2 Holstein 合 1.0.5 20 60 XY 
Ch 3 Holsfein 早早 2.5 10 60 XX 
C 5 Holstein '6合 0.5 70 60 XY 
K3 黒毛利積 1&* 2.0 32 60 XY 、
一一一* j雪 去勢ぢ
表35 異性双子?とおける白血球のキメラ
五在日le Female 
Lab. No. 
白血球数 Sex-chromosome XX XY 
Ch 4 
F 17* 2500 
3ド非フリ{マ{チシ牛(非血管吻合牛)，一未調査
34 
25 22 3 
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培養した Ch4組は合子の白血球22コ中 2A-XX型20コ， 2A-XY型2コみられ，子♀の
それは25コ中 2A-XX型22，2A-XY型3コ識別された.生後3日齢の Ch5組において
は合子の白血球32中2A-XX型17，2A-XY型15，♀子のそれは訪中 2A-XX型21，2A-
XY型24みられている.これに対し，血管吻合しなかった正常の異性双子の♀子2頭の反
応は， F12およびF17にみられる如く総白血.球数日と50中何れも 2A-XX型であり， 2A-
XY型とのキメラがなかった.以上の結果からフリーマーチン牛には 2A-XX型と 2A-
XY型の白血球がみられ，正常の雌牛には 2A-XX型の白血球のみ存在するという現象
は，明らかに胎生時の血管吻合による白血球原基細胞の交換着床に起因するものと思考さ
れる.図1は Ch4組の異性双子にみられた白血球キメラであり，→印が性染色体を指し
ている (x140).図12はその 800倍写真であり種々相の染色体をみることが出来る.
3.異性4子・ 3子における白血球キメラ
「異性双子以上の多胎子に白血球キメラが成立し得るかどうか，研究報告は少ない.本項
目では異性4子および3子にキメラを見出したので，その構造の特異性について検討した
ものである.J
関1
図12
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異性4子の染色体の分析は，表36に示すごとく100コ以上の白血球につい て行な い，
2A-XX型細胞と 2A-XY型細胞からなるキメラを見出した.すなわち， Lab.No. Q1は
136コ中 2A-XX型 130(95.6%)， Q 2は127コ中 120コ (94.5%)，合子である Q3は
133コ中124コ (93.2%)，Q 4は209コ中200コ (95.7%)がそれぞれのキメラの形であ
る.一方の異性3子においては， T1は総細胞66コ中54コが 2A-XX型細胞 (81.8%)，T 2 
は39コ中30コ (76.9%)，合子である T3は44コ中35コ (79.5%) のキメラがみられる.以
上の異性4子および異性 3子に共通な現象は合子起源の 2A-XY型白血球が，それぞれの
胎子に平等に配分されていることであり，異性4子においては約 5%，異性3子は約20%
の 2A-XY% である.このような多胎におけるキメラ率の平行は，胎生期の原基細胞の生
産又は移動時にすでに血管の吻合が成立していることを示唆するものである.
4. 白血球キメラにおける比率の安定性
「異性双子 ・4子ならびに 3子における白血球キメラ体が， 時間の経過とと もにその比率
Lab. No. 
~J Q 2 
子 Q3 
Q4 
一
子 T3
Lab. No. 
*分析不能
表36 異性4子・3三子における白血球キメラ
Sex 
Freemartin 
FreeiTI.artir 
Male 
Freeinartiri 
日令
40 
40 
40 
X Control 
， 
培球養総白血数
Sex-chromosome 
2A-XX 2A-XY 
136 130 6 
127 120 7 
133 124 9 
209 200 9 
66 54 12 
39 30 9 
44 35 9 
キメ ラ比の恒常性(異性双子)
1生 培球養総白数血
30 
74 
36 
性染色体数
2A-XX 
20 
22 
60 
35 
36 
17 
21 
3 
17 
36 
2A-XY 
2 
3 
5 
6 
15 
24 
38 
2A-XX% 
95.6 
94.5 
93.2 
95.7 
81.8 
76.9 
79.5 
2A-XX% 
90.9 
88.0 
84.5 
87.5 
85.7 
53.1 
46.7 
56.7 
48.6 
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に変動を起こすかどうか知ることは診断上の大きな問題である.これらに関係する報告は
とぼしく，特に双子以上の多胎については皆無で、あるのでP 出来る限り長期間の分析を行
ない比率の安定性を確めた・J
異性双子においては表37にみられる如く生後初日齢までの追跡と生後 160日齢までの材
料料を分析したものである.すなわち， 2A-XX型細胞の可検総白血球数に対する割合を
2A-XX%又は XX%と表示すると， Chi.4組の合子は 4日齢90.9，20日齢84.5%，Chi. 
4♀子はそれぞれ 88.0， 87.5， 160 13齢において 85.7%で殆ど合♀ともに変動はない.他
方の Chi.5の令子は 3日齢32コ中17コ (53.1%)の 2A-XX細胞， 10日齢4コ中 3コ，
30日齢13コ中 6コ ( 46.2%)観察されており， 10日齢を除いて変動はない.10日齢は総白
血球数の過小から来る Errorである.同様の傾向が50:50の人工キメラにおいて確認され
ているが，その 2A-XX% は 42.9~56.7%であり，百分率表示における多小の変動は培養
白血球数の少なさからくる Errorと考える.
一方異性4子については生後20日齢および 150日齢で変化がみられるかどうか 4子の
全てを材料として追跡した.すなわち，表38に示した知く， Q 1は20日齢95.6%，150日
齢 96.1%の 2A-XX%を示し， Q2は94.5から 95.2%，Q 4は95.7から 97.6%の比率を示
しており，比率の変動はみられない
5. 白血球のキメラ比率の多様性
「血管吻合により成立するキメラ比率の種々相を知ることは，
フリーマーチン症に関する免疫遺伝学的研究一一小坂
フリーマーチン診断上の重
キメラ比の恒常性(異性凶子)表38
Age 
(days) 
?
日参
Freemartin 
Freemartin 
normal male 
Freemartin 
Freemartin 
Freemartin 
normal male 
Freemartin 
2A-XX ;?b 
95.6 
94.5 
93.2 
95.7 
96.1 
95.2 
2A-XY 
????
2A-XX 
130 
120 
124 
200 
50 
80 
白血球数
136 
127 
133 
209 
52 
84 
20 
Lab. No. 
150 
97.6 1 40 41 
一屠殺せるため分析不能
フリ{マーチン牛における白血球キメラとその比率表39
率 (2A-XX.%)*メキ プ
分析頭数類種
100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 
異性双子
異性三子
異性問子
1 2 2 
2 
4 2 3 7 2 23 . 1 2 
4 
5 
8 4 
1 
ネ XXCell/(XX Cell+XY CeJl) 
4 6 2 F d 4 
37 
5 7 2 36 
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要課題の一つで‘ある.本項目においては異性双子，異性3子ならびに異性4子の 2A-XX
%を分析したものであり， 100%の2A-XX型細胞からなる合牛を頂点に種々の比率のキ
メラを見出している・J
白血球のキメラ 2A-XX%で表示する場合異性双子，異性3子および異性4子は，どの
ような形の傾向がみられるか分析したものである.すなわち，表39にみられる如く異性双
子23頭については 100%のものから10%に至るまでの種々の 2A-XX%が存在し，その比
率の典型はなく殆ど平等に分布している. 100%の個体については第五章で触れるのであ
るが，合体の血球が全て雌型という異常キメラである.このようなキメラ比率が何に起因
するか興味深いが，例数を増やすことにより傾向として 2A-XX%が合型に近くなるよう
に思われる.異性3子 5例の材料は，合 1♀2からなる 2組の多胎子のものであり，約70
%の 2A-XX型から構成されている.この比率は合子1と♀子2の原基細胞が平等に生産
され着床したと思われる形になっており，双子に見られるばらつきと対照的である.異性
4子における比率は 2組の 4子について分析したものであるが， 70% 4例， 90% 4例とな
っており，雌雄の構成が合 1と♀ 3であることを考慮するとき興味深い.以上iのように
2A-XX%の変動は双子において多く 3子ならびに 4子では多胎を構成する雌雄の数に
影響されている傾向がみられる.
第3節考察ならびに要約
牛の染晶体に関する研究は1892年 Bardelebenに始まるが，その頃の染色体数は16'"'-'38
コと区々であり，現在の60コ説は Krallinger('31)が報告し Makino('4)によって確認
されたものである. しかしこの頃の分析法は，多胎子の精巣からの標本であり不明のもの
が多かったが， Sasalu & Maldno ('62)の研究による組織培養の白血球において染色体の
形態学的特徴とその数が明らかにされた.彼等の報告と本論文の対照例は染色体の形態お
よびその数において全く一致するものである.
一般に性染色体は固体本来の遺伝的性を表わすのであるが，去勢や同性双子における胎
生期の血管吻合・品種・年齢などにより後天的に変らないことが本論文でも明らかにされ
た. 1ンかし，人間の性染色体数の異常疾患である Klinefelterあるいは Turner'症候群な
どは，現在のところホルスタイン種に認められないが，若しこれが存在するとき白血球染
色体によるフリーマーチンの診断は非常に難しいことになる.誤診を避ける意味において
も異常白血球染色体の分析は，今後の早急の研究課題であると考える.異性双子における
Maluno ('62)の性染色体の研究および性染色質に関する Moor('57)，大沼 ('63)の報告
は，フリーマーチン牛の遺伝的性は雌であるとされたが， Ohno ('62)および Fechheimer
('63)， Kanagawa('65)らにより白血球・骨髄細胞のキメラが明らかになり，対象とする細
胞によっては雌型の一方のみ示すものでないことがわかった.
キメラ率の比較において，異性双子のそれは多種多様であるが，例外の 2A-XX型 100
%個体を除く場合 2A-XX型50%以下の方に分布している傾向がある.今後例数を増やし
検討することにより，胎子の雌雄差として出てくるのではないかと推定される.この多様
現象の説明として，胎生時の原基細胞の血中比がそのままキメラ比につながると解釈出来
るならば，この原基細胞を規制するものは， )/台子聞の生産力に関わる能力差あるいは原基
細胞を生産する組織の発達のずれと考えることも出来る.異性3子以上の多胎における比
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率の雌雄数比例の傾向は， 原因として多胎という不正常な条件が原基細胞の生産組織の機
能を一様に加圧しコントローノレする結果の反映と考える.この考えをさらに発展させる
/ と， Stone ('64) の赤血球キメラの経時的変動は次のよ うに説明し得る.すなわち，原基
細胞生産組織の発達の差は移動性の原基細胞の血中濃度を少しつづ変化させト一方これら
の細胞を受け入れる種々の着床域に発達の差があるとすれば，全身の着床域における原基
細胞の分布に差が生じてくるわけである. したがって，年齢に基づくキメラ率の変動の要
因としては，原基細胞の着床域における分布の差と生前 ・生後の造血域の正常な交替に基
づく変化の反映と思考される.この仮説を支持する報告としては， Kanagawa C65)はタ同壬
葉以外の組織のキメラにおいて同じ個体の中の組繊細胞に比率の差を見出している.本論
文においては観察期間が短いため，キメラ率に変動を認めていないが，今後の検討を侠た
ねばならない問題である.
赤血球キメラが Owen('46， '46)によ。て報告されて以来，最近では Lazear('53)など
により子宮内の双子の血管吻合率が約90%であること を再確認されているが，異性3子 ・
異性4子に関するこれらの報告は非常に少ない.一方白血球の核型の研究は Herschler
('62)， Nichols ('62)の性染色体の形態， Crossley & Cl但・ke('62)の Bostaurusの染色体
企体の形態研究が注目されるが，全て異性双子又は単子に限定されている.わずかに異性
3子と思われる体長 12mmの胎子における原始性細胞のキメラを報じた Olmo('65)，異
性3子の骨髄細胞と白血球の染色体を分析した金川 ('65)，異性4子の赤血球キメラと白血
球キメラを報告した Kasaka&. Kanagawa ('69)が上げられるが，異性双子以上の多胎の
白血球キメラの性質・構造については不明の点が多かった.本実験の分析および考察結果
により，異性3子・ 4子の白血球キメラは赤血球においてみられた性質・構造と現象的に
変りがない.
以上のことを要約するならば
1.フリーマーチン牛の白血球の培養による性染色体の分析において， 2A-XY型細胞
と2A-XX型細胞のキメラを確認した.これは胎生期の血管吻合の結果生じる，白血球原
基細胞の交換転移が原因と考えられる.
2. 白血球のキメラ率は血管l吻合せる双子間において平行的であり， 3~160 日内で分析
する限り変動はみられない.双子におけるキメラ率の典型はなく多様である.
3. 合 1 ♀ 3 からなる異性 4 子において，約95~もの 2A-XX 細胞と 5%' の 2A-XY細胞
から構成されるキメラがみられた.このキメラ率は 4子の各個体において同傾向を示し，
生後5月齢においても変動はなかった.
4. 合1♀2からなる異性3子の分析において， 2A-XX 型細胞が約80%のキメラを見
出した. 3子の各個体におけるキメラ率の差は全く見られなかった.
第三章 キメラにおける白血球と赤血球の関連
キメラ条件下における白血球と赤血球の関連を明らかにすることは，診断技術としての
価値を比較する意味においても，これらの技術の相互利用によるクグ{マーチン現象の解
明という立場からも，非常に意義のあるこ とと考える.木章では異性双子と異性4子を対
象に分析し， 白血球の核型による診断と赤血球の抗原型によるそれと全く一致することを
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確めた.又，フリーマーチンの診断に関する 2・3の分析法を比較検討し，それらの得失
について考察したものである.
第1節材料および方法
1.供試牛
診断法の比較のため， 12組の異性双子のキメラ個体とキメラのない異性双子の♀の 2頭，
計26頭を使用した.異性4子の分析には合 1♀3からなる実際の 4子を材料とした.キメ
ラの分析法の比較はBシステムにおいて，遺伝子構成の異なる二頭の正常雌牛を用い，人
工キメ、ラを試験管内で作成して使用した.上述の牛の品種は全てホノレスタイン種に限定し
た.
2.その他 1一一(血液型に聞すあ方法)
使用抗体およびその作成法，血液の採取および保存，補{本，反応術式および反応区分，
J物質の検出法， phenogroupingの方法などの血液型関係は，全て第一章，第 1節に基づ
いて実施した.
3;その他 2一一(白血球の培養に関する方法)
白血球用血液の採取と保存法，培養方法，性染色体の観察法，などは，全て第二章，第
1節に基づいて実施した.
第2節成、 i 績
1.血球キメラ分析法の比較
「血球キメラの分析には，付)試験管内溶血価の肉眼判定，わ)試験管内の遺残血球を血球計
算板で算える判定，付溶血反応をへマトクリット内で行なう，か)試験管内遺残血球のへモ
グロビンを Spectrophotometerで計る，制白血球の培養による性染色体の観察などが使わ
れる.しかし，現在ではい)，'....~二)および(ホ)の方法が一般的に各国ともに使っているので，人
工キメラの作成により三者を比較した・J
Bシステムの遺伝子構成GY2E//OaJIKIO'の雌牛 (A) と OaJ'K'O'/TI2の血球を持つ
雌牛 (B)について表40の如〈それぞれ50:50， 10: 30ならびに90:10の割合で人工キメ
ラを作り，溶血価の相異，遺残血球の溶血によるヘモグロビンの透過率(抗体 2cc+3 % 
血球浮遊被 2cc十補体 1cc)および白血球染色体分析による方法の比較を試みた.すなわ
表40血球キメラ分析法とその実際値の比較
試験血球 血液型
遺伝子構成
培養白血球
日告 号 肉眼判定 S. P. i玄*xx XY XX% 
A B A B 
(A) 品加…(団団 82 79 50.9 3 3 0.37: 0.37 
十 70:30 3+ 2 0.54: 0.24 
(B) OaJ'K'Oγ1'12 l 90: 10 40 3 93.0 3+ 1+ 0.67: 0.08 
* Spectrophotometer による-LogT値(3:JtCell slIspension 抗体2+抗原2+兎補体1=5c) 
。血液型分析に利用した単離抗体
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ち，血液型反応としては完全溶血“4日を示す OaJ'K'O'の4抗原とキメラ反応を示す
GY2E/T12があり，そのうちのGと 12 抗原を対象に50:50のときGは3・12は3，70: 
30のときGは 3+.12 は2，90: 10の割合のときGは 3+.12 はドの溶血価をそれぞれ
観察出来た.Gと 12 の両抗原はキメラ率に応じた反応を示している.白血球の組織培養
において，50: 50のときの総白血球 161コ中 2A-XX型細胞82コ・ 2A-XY型細胞79コで
XX% 50に近く， 70: 30は培養に失敗， 90: 10のときは 2A-XX型40コ・ 2A-XY型3コ
数えられ XX%93.0を示している. Spectrophotometer法では抗体 2cc・3%血球浮遊液
2 ccと補体 lccで反応を分析し， 遺残血球に対し 3ccの蒸溜水を付加して溶血させ透
過率を調べたものであるが， 50: 50のとき G12ともに 0.37を示し， G70: 12 30のとき 0.54
と0.24，さらに90:10のとき 0.67と0.08のそれぞれの -Log. T値を示している.Sp巴ctro・
photometer法は抗血清の量がある程度必要であるとともに抗血清の純度が高くなければ利
用出来ない欠点を持つので，わが国のような研究室では不向きである.しかし表40の反応
では培養白血球と同じく，遺残血球の量は充分に推定出来る利点がある.又血球型による
肉眼判定では僅かながら 7段階の区分により， キメ ラの見当がつく のみであるから，キメ
ラ分析時には単に抗原反応のみでなく phenogroupingをあらかじめ行なう必要があると云
える.
以上のように白血球および赤血球を分析する方法の中では，白血球の分析法と Spectro司
photometerによる遺残血球量の推定法が非常に敏感にキメラ率の推定に役立つことが明ら
かである.
2.異性淑子における白血球と赤血球
「赤血球の抗原物質の遺伝学的分析と白血球染色体の形態からフリーマ チーン現象を比較
分析することは，診断法の価値の比較ばかりでなく，両血球の血管吻合時における関連性
と標識性を知る上に大きな意味をもっと考えられる.本項目では12組の異性双子とこれに
関係する父母:などの牛群の phenogroupingにより血球キメラを証明し，白血球の培養に
おいてもこれら12組の異性双子については 2A-XX型細胞と 2A-XY型細胞のキメラを見
出した.一方異性双子の正常雄である 2頭について血液型と核型を分析し，両血球にキメ
ラが成立していないことを確めた・J
表41に示す如く，血液型においては A・B・C・F-V.J ・L・S-u・Z.R'-S'について
分析し，正常雌である No.25とNo.26牛を除いては全て赤血球のキメラが見られる.
一方の白血球においても11コ以上の分析にて， No.25および No.26牛を除いてキメラが
みられている.No.25とNo.26牛は両血球のキメラが証明されないケースであり，特に
No.25牛は 5産の分娩をしている異性双子の♀の片方である.このように赤血球と白血球
は同じような血管吻合の標識細胞であり，両者の関係は対象とする細胞と分析方法が異な
るだけで，原基細胞の移動・着床時期などを含む発生課程において同一的な行動をとって
いるものど思考される.
3.異性4子における白血球と赤血球
「前項で異性双子のキメラは赤血球と白血球によるキメラであることを証明したが，双子
以上の多胎については全く報告はない.本項目では合 1♀3からなる異性4子について分
析し，両血球のキメラが同時に起とっているととを見出した・j
表42に示した例はまず異性4子の父母:牛を phenogroupingし， それから抗原反応により
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TABLE2・1Blood type analysis and chromosomaJ findings 
BLOOD TYPE SYSTEM CULTURED LEUKOCYTES 
No'of DIAGNOSIS No. EAGYE SEX 斗ー B C FV L Sl1 Z R''S' cels 2A-XX 2A-XY 
l t A， / O，J'K'Oi/ー F/F -/ー・/ー H'/ /ー-S'/S' 32 16 16 
十 + CW，X， + + + + + + 
2 ♀ A，/ 0，/ー F/F -/ーー/白 H'/ /ー-SγS' 37 2 15 Freemartin 
3 t -/田 C/W， F/V -/-ー/ー /ー-SγS' 29 21 
+ GY，EiD'QOi + + 十+ S，H' + + 
4 3 ♀-/ー C/- F/V-/ーイー -/-SγS'ω 17 43 Freemartin 
3 t -/ー Otlー C/W，R F/V -/ーー /ー H'J' /ー-SγS'ω 21 29 
+ 十 + + 十+ + 十+
6 3 平・/ー O，J'K'/・ ¥V，R/ー F/V・/ー /ーー /ー-SγS' 23 9 14 Freemartin 
6 t A， /-BGKI' Oi/I，O; F/V -/ー L/ー U，U'/H' -/-SγS' 31 19 12 
十 W，X， + + + + + + 
8 6 ♀ A，/-GY，WGY， F/V -/ーー /ー H'/回目/-SγS' 26 16 10 Freniartin 
t -斤 F/F -/ー L/ H'/ 同/司 S'/S' 29 23 
+ GY，Ea，O' CW，R + + + + + + 
10 ♀ー/目 F/F -/鳴 LI H'/ /ー-S'/S' 28 2 Frecmartin 
12 t AtlーGY，殴/ー C/ー F/F -/ー・/- S，H' /ー /ー同 S'/S' 49 25 24 
十 + + 十 + + + + + 
12 12 ♀ ・/-σ¥J- -/介- F/F-/介時 E斤 S，H'γjH' こ/斤-SγS' 39 、20，.，仁.1~ Free町r耐 rポ:tin
t A，/""D'Y，O:;O， CR/旬 F/F -/ー L/-U，U'H'/ーー/-S'/S' 
♀ A+1/-BGK+ Y21'o;/D' 
+ + + + + + + 
14 25 C/明日 F/F -/ー /ー- S，H'/ー -/句$'/S'239 
15議 t /ー F/F ゾ-L/- H'/ー イ-S'/S' 
A，/-BGY，O，D'J'QOiY' + + + + + + + 
3 千 C/C F/F -/ーー/司 S，H'/同ー /-S'/S' 28 
17滋 2 司/-O;WO' w.;-F/V -/ーー /ー 司/-S'/S' 
+ + + 十 + + S，H' 十 十
90 ♀ー /ー O，E;/D' C/- F/F -/ーイー Z/時 sγS' 17 
19機 3 ・1"I，Q/- WIlー F/V -/ー /ー S'/8' 
+oi+ /“ + 
+ + +S，H'U' Z/十
平・/-D' C/W， F/F -/ー田/ー sγ8' 49 
t A，/ー GY，WO，J'J(' F/F‘/ー司/ー 51/- a+ /"S7S'53 
十十 ι CW， + 十十 +十
22' 120 ♀ At/白 O，J'K'/O，J' K' F/V -/ーー /ー 8，/ー /ー-8'/8' 42 
~~) ~n~own ， t ^+I仇J'K'/・ C/ー F/VJ"/ω /ー句 8，H'/H' Z/-R'/8' 46 
十 l 十 + 十 + + 十 十十
24' Un¥mown 平 A，D'EU- F/V -/ー イー -/ー -/勾 S'/8' 1 
25 9'日 ♀ At! BGy，G'Oi OW，X， F/F -/ー-/目 回/-8'/S' 50 
26 12 平 A，/GO， C/ F/F-/ー L/- 8，H'U， -/-RγS' 50 
Notes 機:Not examined， estim.ted from pedigre analysis， 
) :Bo山川
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7 232 Freemartin 
2 Frecmartin 
1 Freemartin 
'} 
23 26 Freemartin 
14 39 
13 29 Freemartin 
3 13 ， ‘色
3 Freemartin 
切 o Non-freemartin 
ω o Non-frecmartin 
，13 
キメラ構造を推定したものである.すなわ
ち， Aシステムにおいては Ad一，Ad-， 
Al/A2'一/ーの異なる遺伝子構成， Bシ
ステムでは GY2Ez'/Y1， GY2Ez' /Ea'Oz'Y1'， 
03J'K'Oz' /Y1， Ea'Oz'Y/ /03J'K'O/が推定
されCシステムで、は羽TdCX1，CXd?， X2/ 
W1， Xd?， Lシステムでは 3子が L/-，
1子一/一， s-uシステムでは 2子が日/
-，他が一/ーなどの構成である.しかる
に白血球についてみると Lab.No. 1牛は
2A-XX型細胞 130・2A-XY型細胞 6，
No.2牛は 120:7， No. 3牛(合)は124: 
9， No. '1牛は 200:9の比率のキメラが証
明された.このように異性4子においても
白血球と赤血球のキメラが同時に成立して
いる.
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考察ならびに要約
赤血球のキメラを分析する方法は 2・3
の研究者により確立されているが，各研究
室のもつ抗血清の純度，反応系に与えられ
る温度，時間，反応量などにより比率の推
定にふれが多く出る.最初赤血球のキメラ
を見出した Owenは，反応前後の血球数
含測り遺残血球の%を出したが，反応時間
の長さと不正確なことおよび抗血清の量を
多く要することに難点がある.Rendel ('58) 
はhematocrittubesの中で抗原と抗体およ
び補体を加え反応をみたが，振還に限界が
あり抗原と抗体の触れ合う機会が少ないの
で不正確である.現在一般法として用いら
れているのは， M叩 ge& Stone ('59)のSp巳-
ctrophotomet巴rによる遺残血球ヘモグロビ
ンの透過率測定であるが，この方法も又高
純度の抗血清と多くの抗体量が必要であ
る.さらにこの方法での推定比率は土10%
のErrorがしばしばみられ，わが国のよう
な実験規模のところに適わしくない.とれ
に対・し試験管内の直接判定は抗体量が少な
く簡単であるが，キメラ率の厳密な推定は
第8節
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出来ない.白血球の培養については 1細胞でも異質の核型が認められるならばフリーマー
チンと診断出来るが，無菌的処理・材料採取の距離・設備の点で難点が多い.
赤血球キメラの発見以後 4つ子の Ow巴n('47)双子の Stone('52)， Stormont ('48)の
分析などがみられるがJ白血球についても Herschler('62)， Crossley & Clarke ('62)， Nichols 
('62)， Ohno ('62)， Kanagawa ('65)の報告がある. しかしながら.これらの研究は赤血球
可又は白血球に限定され，これらの血球キメラの比較はなされていない.診断技術の立場か
ら Herschler('6)が双子で報告し，わが国では Kosaka，Kanagawa & Nishida， ('67)の
比較があるが，比率そのものの比較でなく診断結果の比較である.本実験の異性双子およ
び4子における比較は，両血球のキメラが酷似することから，対象とする細胞と分析技術
が異なるだけでキメラの発生要因や原基細胞の移動・着床時期なども同じものではないか
と考えられる.
以上のことを要約すれば
1.異性双子群26頭の分析において，赤血球キメラを示す12組は同時に白血球キメラ体
であることがわかり，残り 2頭の正常雌牛は両血球のキメラを全く証明されない個体であ
った.
2. 合1♀3からなる異性4予においても赤血球と白血球のキメラは同時に成立してい
る. ~容血反応によるキメラ反応値と白血球のキメラ率に平行的関係がみられた.
第四章血球キメラと繁殖性の関係
異性双子および双子以上の異性多胎において血球キメラが証明されるとき，これをフリ
ーマーチンの正確な標識として，これらの雌の繁殖性を否定出来るかどうか問題である.
との章では血球キメラの証明によりフリーマーチンを診断出来ることの確認と，キメラ構
造とか，キメラ率，多胎を構成する雌雄数などと間性化の程度と関連があるかどうか検討
したものである.
第1節材料および方法
1.供試牛
分析牛は第1主主および第2章で使用したもののうち，解剖学的検索の可能な一部分の牛
群である.屠殺検索日齢は大部分生後30日齢内外であり，血球キメラの証明されない一部
分のものは繁殖適齢時まで観察をした.
2.繁殖性調査法
主に内性器と外性器について観察し一部分は 1年以上の飼育により発情・受精などを確
認した.前者は卵巣J 精巣様組織・子宮角および子宮体の形を調べ，一部のそれはホルマ
リン固定による今マトキシリン・イオジン染色の標本を作成分析した.後者についてはク
リトリス部分と他の陸部分に分け，クリトリスの触診による固き・大きlさ・位置異常・マ
ッサージによる排尿の有無，陸部の陰毛の質 ・長さ・人差指挿入による睦圧の感じ・その
深さ・外観的な大きさなどについて調べた.
3.血液型分析法
第一挙 ・第1節に述べた方法と同じである.
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4.白血球分析法
第二章・第 1節に述べた方法と同じである.
第2節成 績
1. キメラ比率と肉眼的間性度
「異性双子におけるキメラ比率の程度と間性化に関連があるかどうか調ぐとたものである
が，白血球の 2A-XX%で表示する比率と外性器，内性器の聞に特別な関係はないととが
明らかにされた・J
2A-XX% が.2.9~72.7 を示すそれぞれの 7 個体の外性器については，表43に示すごと
くl塗毛異常 Hok16と8，陸圧は16が強く，深さは14と4が浅く殆ど人差指を受け入れな
い位閉鎖され陸全体の大きさも少ない.ク リト リスの触感では固い軟骨様の感じが10と22
表43 異性双子におけるキメラ率と間性度
キメラ独
外性器異 常
内性器異常
Lab. No. Vagina Clitol'is 
(2A-XX%，) }ーよ一一一 一一一一一 精華妻 子宮体 子宮角
• [塗毛腹圧 i奈さ大きさ悶さ大きさ位置排尿。
卵巣
Hok. 14 2.9 浅
日。k.16 21.4 
Hok.10 21.4 国 大
Hok. 4 27.6 浅
壬Iok.22 31.0 同
Hok. 8 61.5 大
Hok. 24 72.7 
Cont. 1 100.0 
Cont. 2 100.0 
*索状退化 料ピ ナーツ大で両角とも同じ程度退化
。グリトリス触診するときの異状排尿
?
ピーナッ突痕di3
シピーナツ大痕跡的
ピ{ナツ大痕跡的
ピーナツ大痕跡的
シピーナツ大痕跡的
シピーナツ大痕跡的
シピーナツ大痕跡的
リ
リ
料*0.2~0.3cm 大痕跡あ り
図13>
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にあり，陸前庭の方へ大きく延びているのは10と8である.特に10牛はクリトリ スが外陰
にはみ出る大きさであり，これに触れるとき普通姿勢による排尿がある.異常排尿は14と
8においても観察された.以上の蹄圧 ・陰毛・深さ・大きさあるいはタ リトリスの触感 ・
大きさ ・マッサージによる排尿はフリーマーチン牛に特奥的現象と考えることが出来ない
が参考的形状とみることが出来よう.
内性器の剖検所見としては，全ての比率のフリーマーチン牛に精褒様組織がみられ，子
宮体は索状退化， 子宮角は ピーナ ッツ大の遺残，卵巣については 0.2~0.3cm 大の痕助、 と
してみられ，特徴的である;(これらの表13の例は 5~20 日齢で屠殺観察したものである)
以上の観察からキメラ率1と内・外性殖器の間性の程度の聞に特別な関連を見出し得な
い.フリーマーチンの特徴として，精嚢の存在，子宮体の退化，痕跡的卵巣を上げること
が出来るが，タト性器からの診断は困難である.図14は Hok.11の精嚢 (A)，卵巣 (B)，子
宮角 (C)，陸部 (D)であり，図15は Hok.10の内性器である. 又図16Hok. 4，図17は
Hok. 8 にみられた典型的なフリ ーマーチンの内性器である.
2.異性双子のキメラと繁殖性
「異性双子における血球キメ ラから繁殖性を予測するのは どの程度可能か，42組の異性双
子を対象に分析したものである.J
表44に示すごと く異性双子42組のうち， 37組にキメラが証明され 5組のものに非キメ
ラの診断を下した.その結果，非キメラの 5組のなかの♀子は正常の繁殖をしていること
表44 異性双子のキメラ発生率と繁殖性
フリー マー チン
2;~ JI[{ 性
正常 不明
血液型判定 分析頭数
非キメラ
キメラ
?
??
? ?
0 
35 
5 
1ホ 1 
42 35 (83.3，9o') 6 (14.3，9o') 1 (2.4，'io') 
*現象的には異性双子で，胎生期に異性三子で♀同志の二重キメラと考えられる特異反応個体
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が確認され，キメラの37組のうち 1例のみ正常の繁殖をし他は 1例不明のほかフリーマー
チン牛であった.キメラで正常雌であるものについては，白血球分析をしなかったので不
明の点が多いが，胎生時において異性3子でしかも♀同志の二重キメラと考えられるもの
である.
以上のように赤血球および白血球のキメラは血管吻合の結果生じるものと考えられ，表
44に示す結果は 1例の誤診をのぞき，血球キメラはフリーマーチン診断の早期標識になる
ことを示している.
3.キメラの種類と間性度
「キメラには二重 ・三重 ・四重などの種類が胎子の数と血管吻合の関係により生じるが，
これらの異なるキメラがフリーマーチンの程度と関連をもつかどうか調べたものである.
本項目では異性双子にみられた二重キメラと， (') 1♀2からなる三重キメラ，合1♀3か
らなる四重キメラを分析し間性度に関係がないことを確かめたものである・J
二重キメラ15例の外性器の異常は艦毛異常 3・1陸狭窄6・クリ トリス異常 3であり，三
重キメラの 4例は謄毛異常1・陸狭窄2・クリトリス異常 1，四重キメラ 3例は異常多く
睦毛異常 3・臆狭窄2・クリトリス異常 2である(表45).内性器についてはキメラの種類
に全く関係なく，精嚢の存在 ・子宮体の索状退化 ・子宮角のピーナッツ状遺残 ・卵巣のア
ワ粒大退化が共通の変状になっている.三重 ・四重キメラ体における多数の外性器異常の
出現は，対象牛の数が少ないため議論することが出来ないが，多胎子の発育に非常に関連
表45 キメラの種類と向性度
内性器異常
キメラ
精嚢所有子宮体なし 子宮角豆状x卵巣i1!;化xx
二重* 3 15 15 15 15 
三重林 1 4 4 4 4 
四章特* 2 3 3 3 3 
討会 6 22 22 22 22 
*異性双子 料異性三子(合♀♀) 持同異性四子(合♀♀♀)
X ピーナヅ大遺残 xx 0.2~0.3 cm大(アワ粒大)退化 。触診時排尿 。。燈狭搾
Lab. No. 
Q 1 (♀) 
Q 2 (♀) 
Q 3 (合 93.2
Q 4 (♀ 95.7 
触診20日令，屠殺解剖
内性器異常
精嚢子宮体。子宮角。。卵巣。。。
さ大きさ位置排尿*
大 ? 異アリ ナシ豆状退化痕跡的
異アリ ナシ豆状退化痕跡的
アリ ナシ豆状退化痕跡的
*グリトリスt乙触診するとき異常排尿あり 。子宮体 :細管様退化 。。子宮角:ピー ナツ
様大 。00 0.2:...0.3 Clll大の退化 ~ male 個体異常なし ・普通
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があると考えられる. したがってキメラの種類と外性器の発育との関連は認め難い.
4.異性4子の間性の程度
r2A-XX%約95を示す合 1♀3からなる異性4子について，雌雄数と間性度を中心に肉
眼的ならびに組織学的に分析したものである.結果としては異性双子にみられるフリーマ
ーチンと差があるとは考えられないが，稀小例であるので報告するものである・j
生後20日齢において外性器の観察と触診，血液細胞の分析を行ない， 150日齢において
屠殺し内性器の変状を調べたが，その結果は表46に示す通りである.図18は異性4子の20
日齢の写真である. 4子のうち Q 1 (♀)は 2A-XX%95.6で Vaginaに異常が多く
clitorisも普通新生子より大きく，触診すると異常排尿をおこす. Q 2 (♀)も又大体Q1
と同傾向の外性器を持ち 2A-XX%94.5， Q 4 (♀)は 2A-XX%95.7で陰毛だけ粗雑で
他は大体正常様外性器であり，異常排尿はない. Q 3 (合)は30日齢で屠殺解剖したが，
正常雄体であった.これらの雌子は 150日齢で内性器を調べたが，何れも精嚢様組織・子
宮体部の細管様退化・子宮角のピーナッツ大退化・卵巣の 0.2~0.3cm 大の痕跡があり，
普通双子にみられるフリ{マーチンと差がなかった.図18は瞬帯静脈および蹄脱の付着し
た全景であるが， No.1がQ 1， No.2がQ2であり，省略したQ4の内性器はQ1の生
殖器に酷似している.
生殖器の組織学的検索の結果は典型的フリーマーチンの像を示している.すなわち，図
19-AはQ1の右側性腺にみられた変性卵胞壁である.黒染してところどころ切れている
細胞層は変性頼粒膜であり，その下が卵胞膜である (x120). 図19-BはQ1の左側性腺
に接してみられた，精巣上体様組織である (x120). 図19-CはQ2の右側性腺であり，
卵巣皮質に類似の所見であり，その中に小胞が散在している (x120). 図19-DはQ2の
右側性腺で，図-19Cの小胞の拡大で、ある.幼若精細管類似の所見である (x800).図19-
EはQ1の左側子宮角であり，子宮腺のとぼしい幼弱な子宮内膜像と云える (x120). 図
19-FはQ1の左側精嚢様組織であり，幼若像を呈している (x120). 
第3節考察ならびに要約
異性双子における血球キメラの比率は肉眼的観察に関する限り，フリーマーチン化の程
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度と関連はない.すなわち，キメラ率 2A-XX%の表現は，胎生時における血管吻合によ
るp 合子からのホノレモン流出量・流出時期の推定に役立つものではない.単に血管吻合の
標識となるのみである.このことは合 1♀2の異性3子を報告している Bissonnett('28)， 
♀2からなる異性3子および異性4子の報告をした Hutt('30)らのフリーマーチン化の結
果の確認である. しかし，鳥類やオポッサム(学名， Didelphis Virginiana)の人為性転換
の一般的見解として認められているところの，ホルモン量，ホJレモンの作用する時期，そ
れを受ける側の反応力の三要因を否定するととは出来なれ今後の多数の材料の分析，特
に合 1からなる異性5子・ 6子などの出現はこの問題を簡単に解決する緒を与えるものと
考える. したがって， Bissonnettらの“フリーマーチン現象は All01' non reaction"とす
る考えには否定的立場をとるものである.卵子の移植などにより，今後積極的に多胎を作
り検討する必要がある.
なお，血球や卵巣間質細胞のキメラの観察から，フリーマーチンのホJレモン透起説は疑
問であると Kanagawa('6)は述べているが 2・3の動物の性転換を考えてみるとき，
性殖腺は単に性細胞の生活の場で成熟分裂の場を提供しているのであって，遊走して着床
した性細胞の染色体構成が着床組織の性格を変えてフリーマーチンを惹起させるとは考え
られない.血球および間質細胞のキメラ現象はホルモン説の何らの反証にもならないと思
考する.
以上のことを要約すれば
'1.血球のキメラ率は内性器と外性器の肉眼的観察に関する限り，間性の程度と関係は
ない.
2.異性双子においでキメラの証明された個体は，胎生時に向性子と血管吻合したと推
定される特異例を除き，全てフリーマーチンであり，キメラのみられない個体は正常の繁
殖カを示した.
。3.二重・三重 6四重などのキメラ構造は間性の程度と関係はない.何れも精嚢様組織
の出現・子宮体の索状退化・遺残的卵巣の異常が著明である.
， ' 41 合子~ 1 を伴なう異性 3 子および異性 4子においては，血球キメラの証明があると
き，典型的フリーマムチン化が成立する.多胎における雌雄の構成は異性3子・異性4子
の例でみる限りH噌肉眼的あるいは組織学的に間性の程度に影響するものではない.
第五章異常キメラとフリーマーチン症
異常キメラのl'例としてlは，白血球の核型が 100%2A-XX型であり，血液型において
は表現型と遺伝子型が雄方に逆転している特殊な種雄牛を発見した.本意ではこの牛の染
色体像，子孫における性比と血液型などを分析し 2・3の考察をしたものである.第 2
の例とじては，単子性キメラ現象を見出したので，その形態および生因についての資料を
集め論議を尽したものである.
第1節材料および方法
1.供試牛
異常キメラ体のうち，完全転換体は1966年発見しP 北海道大学獣医学部繁殖学教室と共
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同で材料を採取したものである.表47f乙示す異性双子の片方の合であ り，相手方の♀につ
いては処分されているので分析出来ない.
単子性キメラについては 1~2度現地で採血してその反応を確認の上， 日本ホノレスタイ
ン協会の資料および現地調査により単子であることを確めたものである.
2.血液型分析法
第一主 ・第1討iに述べた方法と同じである.
3. 白血球分析法
第二章・第 1節に述べた方法と同じである.
第 2節成 績
1.血液型の異常キメラ体について
イ.白血球の核型と血液型の表現型および遺伝子型
図20に示した写真は異常キメラ体
No. 36070牛の写真と染色体像であ
る.北海道で1959年 5月22日，異性双
子として生れ， ABC Golden Pl'ince 
と名付けられ，人工授精用の種牡牛
として約4年間活躍した後自然交配
用に転用され今日に至っている.染
色体数は写真の関係で常染色体の 1
本が入っていないが，性染色体Xが
二本あり雌型の構成を認めることが
出来る.白血球は 111細胞を最初の
分析で数えたが，全て 2A-XX型細
胞のみで 2A-XY型細胞が 1細胞も
見られなかった.これは 4回の分析
でも同じ結果を示していた.表47は
この異常種牡牛の由来を語る記録と
白血球分析結果である.
血液型については表48に示したよ
うに，表現型がAシステムー/一，
Bシステム B01Y1G'Y，' Cにおい
てC，F-Vが F/V，Jが 一/-，
図20上
Lが L/一， S-UがU1H'，ZがZ 図20下
町一S'が S'/S'，N.Fが hiを示し
ており，一方遺伝子型については全く表現型と異なる形であり， BシステムOaJ'K'Oz'Y1'/ 
D'G'O/， F-Vが V/(V)， S~U が H'/ーを示している.
ロ.子孫における血液型と性比
子孫の血液型の一部を表49に示したが 1は妻牛で 1-1は ABCが交配されて出来
た子 2が妻牛， 2-1がその子 5が妻牛， 5--1がその子を示している.すなわち，
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Bシステムについてみると 1-1牛には母牛 1から Y1が遺伝されているので D'G'Oz'
という遺伝子が父からのものでなければならないが，父牛 ABCには存在しない.一方2
表47 血液型完全転換!本の白血球染色体の変異について
Name Reg. No. 生年月日 8ex 白血球総数
ABC 
Golden 
Prince 
36070 
Male (One of Hetero-8exual 
1959.5・22
Twins) 
111 
表48 血液型完全転換体の表現型及び遺伝子型について
Blood Type 8ystem 
8ex-chromosome 
xx xx 
111 。
A B C F-V J L 8-U Z R-S N-F 
Phehotypeー/- B01Y1'G'Y1' C F /V -/- L/- U1H' z 8'/8' Hi 
Gellotype ー/←)OaJ官 02'W/D'G'Oz' C / V /(V) /ー(ー )ー /(一)H'/- Z/(Z) 8'/8' 一/
ー表49 血液型完全転換体の子孫の血液型について
Blood Type 8ystem 
B C F-V J L 5-U Z R'ー8'N-F 
C F/V -/- L/ U1H' Z/ 5'/8' 日i
YdI2I' Wd F/F -/- L/ H'/ Z/ 8'/8'一/ー
1-1 /ー一 YdD'G'02' C/W1 F/V-/一一/ー 日'/ Z/ 5'/8' /ーー
(2A1fmozT/GIJO町 CW1F /V JCs/ ー/- U2U'H' 2/ 5'/8'一/ー
2 -1 Ad-BGKOz'Y!' /OaJ官 02'Y1'CW1 V /V JCs/一一/- U2U'/-Z/ 8'/8' /ーー
(5~ ー/~ GY2E2ト ー/-F /V JCs/ー ト U2U' 一円'β /ーー
5-1 /ーー GY2E2'/03J'K'0z'Y!' C/-F /Vー/一一/- U2U'/-Z/-5'/5'一/ー
表50 血液型完全転換体の子孫における性比
Year Females Males Females (%) Males to 100 Females 
1960 to 1961 40 59 40.40 148 
1961'to. 1962 244 201 54.83 82 
1962 to 1963 309 247 55.58 80 
1963 to 1964 212 173 55.06 82 
1964 to 1965 174 140 55.41 80 
Total 979 820 54.42 84 
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表51 単子の赤血球キメラとその Phenogroupsについて
Bloodτ'ype 8ystem 
Lab. No. 
A B C F-V J L 8-U Z R七8'NFM TF 
Go 18 (Adー OJ'K'O'/GY2 W1/C1 F /F -/-L/ 8t!H' Z/-8'/8' / NT NT¥ 
(30721)¥ー /- TIO'Y'O' Wt!R F /Fー/-L/ H'/ー ー/-8'β'/ NT NT) 
Daul!ht 千ぽ A/---' GY2E2'/03J'K'O' Ct!- F /F /ー---'L/ H'/ ー/-8'/8' / NT NT (581099) 
Husband (36801) 一/- GY2E2'/Ol Xd- F /F -/-L/-H'/一一/-8'/8' / NT NT 
-1および 5-1牛についても父 ABC 表52 一般双子と単子キメラの出現数
の表現型にみれらない 03J'K'Oz'Y/が キメラ{本
遺伝されている.ABC牛の遺伝子型を 分析総数
03J'K'Oz'Y/ /D'G'02'と考えるときに矛盾
双子 単子 ( )内%
はなく，表現型 B01Y1G'Y1'は異性双子の Bulls 658 12 1 
♀方のタイフ。で，完全に雌型の細胞のみ生
(1.82) (0.15) 
Cows 1410 28 3 
存しているものと思われる. (1.97) (0.21) 
この異常体の子孫における性比を，血球 Tot. 2068 40 4 
原基細胞と原始性細胞の関係を知る意味で (1.93) (0.19) 
分析したが，表50に示す通り 1960年から 5
カ年の種付月日からの集計において♀子 979，合子 820，蝶子の割合 54.42%を示してお
り，正常の性比と判断される.
2. 単子の赤血球キメラ
単子で分娩したにもかかわらず，異常なキメラ反応を呈するものを見出した.表51に示
した 1例 Go18牛がそれであり，種牡牛と子牛の血液型を基礎にその遺伝子構成を推定
したものである.すなわち，種牡牛 36801の授精により， Bシステムにおいて GY2Ez'/
03J'K'O'の構成をもっ子牛が生れ，父方から GYzEん母方から OaJ'K'O'が遺伝されて
いるので， TI'O'Y'Qなどの抗原群の説明が出来ない. しかも， Go 18の抗原のうち 0'
を除き TI'Y'Q03J'K'GY2がキメラ反応を起こしており，Cシステムにおいても WdC1と
WdRの二種の赤血球のキメラが証明され， S-Uにおいては Sl抗原がキメラ反応を呈し
ている.
これらのキメラ反応は胎生時の向性双子が原固と考えられ，一方の胎子が血管吻合後吸
収された結果生じる現象と解釈される.表52は昭和40年に調査した 658頭の種牡牛，およ
び 1，410頭の雌牛群の中の単子キメラの発見例であり，双子性キメラに比べ圧倒的に出現
数が少ない. しかし，合 1 (0.15%)，♀ 3 (0.21%)が数えられ，これが異性双子の聞で起
こるときフリーマーチンになる危険を有するケースである.
第3節考察ならびに要約
100%雌型のキメラ異常体は非常に稀であり，フリーマーチン診断および親子制定時に
誤りをまねく危険がある.本異常体については1969年 Kosaka& Kanagawa によって報
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告されているが，その原因としては，あきらかに異性双子の♀子からの原基細胞のみ造血
組織に存在しているからであり，何らかの原困で合子の原基細胞の生産あるいは血中放出
が♀子のそれより遅れ， ♀子の細胞のみ両胎子の造血組織に着床したものであろう.着床
母体の親和性とか免疫学的撰択性の問題でなく，もっと単純な胎子における発育差の反映
とみるべきと考える.その外あり得ベき生因として， Stone ('64)のキメラ体の年齢変化に
みられるような変動が，極端に起こり 100%雌型への移行を示していると考えられる.興
味のあることは，これらの異常現象においても白血球と赤血球が同じく 100%の変動を示
していることである.この種の異常体の存在は，血液型研究および応用に遺伝子型=表現
型は常に成立しないことを警鐘として与えるものである.
非双子にみられるキメラ現象は，胎生時において双子又は 3子などの多胎であるものが
血管吻合後，一方が吸収されて単子として生れたとき，あるいは遺伝的に部分溶血を起こ
す個体又はphenogroupsの一部に部分的突然変異が起こる場合などが考えられる.しか
し，多くの血液型システムに一時に突然変異が起こることは考えられないし，子孫の血液
型の結果もキメラが遺伝的なものでないことを示しているので，後二者の生因は考えられ
ない.若し現実に異性双子又は異性多胎の聞でこの現象がみられるとき，当然単子性フリ
ーマーチンを起こすであろう.実際例はないが，これを潜在性フリーマーチンと呼ぶこと
を提案する.
以上の結果を要約すれば
1.白血球の核型が全て 2A-XX型を示し，血液型においては表現型と遺伝子型が全く
異なる種牡牛を見出した.この牛は異性双子の片方の合であることが判り，血管吻合によ
り雌方の血球原基細胞のみ造血系組織に着床したものと解釈されるが，子孫における性
比・性染色体の形態 ・血液型の遺伝は正常であると証明された.
2. 2，068頭の乳牛のうち 4例 (0.19%)に単子性キメラ現象が発見された.これは胎生
時初期において同性のニ卵性双子であるものが，原基細胞の移動をもたらす血管吻合後，
稀に一方の胎子が吸収されて起こった現象と考えられる.
第六章総括および論議
フリーマーチン症を免疫遺伝学的手法により赤血球抗原を支配する遺伝子のレベノレで拙
え，赤血球キメラは胎生時血管吻合の標識とし得ることを裏付け，異性双子においては二
重キメラ，異性3子 ・異性4子においては三重 ・四重のキメラがそれぞれ成立することを
見出した.一方組織培養による白血球の性染色体の分析を試み，赤血球キメラに類似のキ
メラが白血球において起こることを確めた.赤血球および白血球のキメラ現象は対・象とす
る細胞と分析技術が具なるだけで，原基細胞の移動 ・着床時期などを含む種々の発生要因
において殆ど同ーのものと考えられる.吻合個体のキメラ率は両血球ともに同ーの傾向が
あるが，個々の双子のキメラ率は多様でありその典型はない.キメラ率の差異は，移動時
期における原基細胞の数の反映であり，これを規制するものは胎子間の原基細胞の生産あ
るいは血中への放出能力の差であると思考される.フリーマーチン症における間性の程度
は，キメラ構造 ・キメラ率に全く関係なく，双子 ・3子ならびに 4子ともに精嚢様組織の
存在 ・索状退化子宮体 ・ピーナッツ様退化子宮角 ・退化卵巣の遺残が特徴的である.
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白血球の核型が全て雌の 2A-XX型を示し，血液型は本来の遺伝子型と異り， 100%片
方の♀子の型を表現している異常キメラ体合を発見した.この牛は異性双子の雄の片方で
あり，胎生時血管吻合による雌方への偏向体であると考えられるが，子孫における血液型
および白血球の核型は表現型と関係なく本来の型を遺伝していることが確認された.又こ
の牛の子孫の性比は正常であり，血球原基細胞の交換は原始性細胞の交換の指標になり得
ないことを証明した.単子キメラが稀小例として存在することならびにその成因推定か
ら，フリーマーチン症は単子においても成立し得る可能性を認めた.
これらの諸研究から，フリ ーマーチン症分析には単に赤血球の抗原反応のみでな くキメ
ラ構造を明らかにする遺伝学的分析を試みる要があり，更に白血球の核型分析が加えられ
ることによりフリーマーチンの早期判定を確実に行ない得ること を示した.
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Summary and COllclusion 
A freemartin， according to definition by Webster， asa sexual1y imperfect， female calf， 
twinborn with a male， has been lmown to cattle breeders sinc巴beforethe establishm巴ntof 
the Roman Empire. All cattle-breed registry organization in the world refus巴toregister a 
female twin born with a bull until after she has freshened. The possibility that such indivi・
duals~will be capable of reproduction is so slight that many breeders in Japan destroy them 
soon ofter bi1'th. Howeve1'， breeders of high-p1'oducing herds， in which heifer calves are 
valuable， are often willing to spend the time and expence to raise such individuals to bree-
ding age in the hope that they will prove to be sexually 101'mal. In such cases a decisive 
diagnosis can110t be made until 6 months 01' mo1'e， when a 1'ectal examination of the internal 
sex o1'gans can be allowed 01' the fi1'st esterus can be checked. This may cause the owner 
conside1'able economic los. 
1t has been know11 fo1' ove1' 40 years classic-anatomica11y that approximately 87% of 
fraterna1 01' dizygotic twins in cattle have a communal circulato1'y' system during theil・
embryonic and fetal development. Anastomosis of the blood-vascula1' systems of such twins 
takes plac巴withinthe first few we巴ksof emb1'yonic developm巴ntat a time when the mini司
ature emb1'Yos are 10t clearly diffentiated as to sex. When one of th巴twinsis gen巴ticallya 
male and othe1' genetically a female the development of the sex glands and accessory sex 
o1'gans of the genetic female is modified in direction of maleness. Theo1'Y has held since 1916 
by Lillie that it is thesex hormon巴Sof the genetic ma1e ci1'culating in the blood of the genetic 
female that cause this modification in sexua1 development. Apparently in cattle the sex organs 
of the genetic male are ra1'ely if eve1' modified significantly by the ho1'mones of the female 
twin. 
11 the field of immunogenetics， Owen (1945) who provided the p1'oof fo1' this pheno-
m巴11on，are able to demonst1'ate that a 1'esult of this 1'ecip1'oca1 exchange between dizygotic 
twins was identica1 e1'yth1'ocyte antigen types. Due to the anastomosis 01' joining of thei1' 
circtuatory systems， such hete1'osexual twins come to shal'eeach other's blood-forming 
tissues. Also in the field of cytogenetics， the progress in the technique of tissue culture and 
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the development of the study of the chromosome 1ed to the reports on the chi11lera of sex-
chromosome by Ohno (1962). Subsequently Kanagawa (1965)， Herschler (1966) and the 
p1'esent authors (1967) suggest巴dthe possibi1ity of f1'eema1'tin diagnosis. 
How巴V巴1・， a majority of these 1'epo1'ts a1'e limited to chimeris11l in either erythrocytes 01' 
leucocytes， and in a few instances in germ cels. From such viewpoillt it seerns to b巴 of
considerab1e significance in the develop11lental factor and diagnosis to cla1'ify the re1atiollship 
b巴tweenb1000 gl'OUpS and leucocytes unde1' the phenomenon of chimera. Comparative ala-
lysis in the pres巴ntpaper was therefore made in the antigen of erythl'Ocytes and sex-chro・
mos011le of c11tu1'ed leucocytes of fr巴emartinsand non-freemartin fema1e. And， the pUl・pose
of the pres巴ntstudies is to detai1 the clinical applicatioll of the methOO both， erythrocyte 
gl'Ouping and leucocyte culture， inthe early detection of freemartins. The first part concerns 
a study of the sp巴cificityof immunogenetica1 structures of erytlu:ocyte chimera be10nging to 
heterosexual， triplets and quadrup1ets. 1n the s巴condpart of the stlldy， the chromosome 
constitution of freemartin ¥vas examined in orde1' to compぽethe above erythrocyte chimera. 
1n ，the third part conc巴rnsa iuvestigation of various “abnonnal chillleras"， and the 1'ela-
tionship between the gen巴sgoverning the erythrocytes， the mallifesting .gl'OUp of antigen， 
the mOOe of inheritallce and sex ratio of th巴offspring，and the cultured 1eucocytes. 
The blood sampl巴sstudied were taken. f1'Oll1 42 sets of heterosexua1 twins， 27sets of 
homos巴xualdizygotic twins， 1 set of homosexual' monozygotic twins， '1 sets of heteroseXlla1 
trip1ets and 2 sets of het巴rosexua1quadrup1ets of Ho1stein-breed. 
The 47 iso1ated reagents fo1' bloOO gl'Ol1ping were used to det巴ctthe erythl'Ocyte antig巴ns
belollging 910ci (A， B， C， F-V，} L， S-U， Zand R'-S' systell). 
Section 1. Illlmunogelletical studies of f1'eema1'tinis11l by the phellogrouping of e1'ythl'O・
cyte antigens. 
1) . Di1'ect evidence of the erythrocyte mosaicism has been obtainetd by fractionating 
cel SlSp巴nsionIi:011l hetel'Osexual twins， triplets and quadrllp1ets， using a technique of diffe-
rential 1ysis and the ph巴llogl'Oupillg.No twil1s has ShOW11 more than two cell-typ巴s(dual 
chimerism)， but a mixture of three cel-typ 
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and differentiaL hemolysis in blood typing : chil11eric twins 9 (81，8%) and non-chimeric 1 
were diagnosed as dizygotic twins， and the other one pair classified as il11munogenetic mono-
zygotic. From these results， it is considered that blood typing would seem to offer possibilities 
for diagnosis of zygosity in cattle twins， intra-pair differences are incompatible with mono-
zygosity， and similarly al twins having erythrocyte chimerism would seem to be definitely 
dizygous. 
3) Serum and red cel sal11ples from 3574 of 5 breed in Japan were studied by ordinary 
hemolysis test and lysis-inhibition test using anti Jo and anti Jl・Polymorphismwas observed 
ins巴rumappearing in inhibition-titration (x 2-256)， and three phenotypes were identified JCs 
(cellular and serum antigen)， JS(only serUl11 J) and ja (absent of both J) which appeared to be 
controlled by three gen田 onJ locus， designated JCs， JSandj". It is beliebed that twins gene-
ticaliy different for J wi1l remain phenotypica11y different even if they otherwise have 
mωaicism and identical types. And this is due to the fact that the J factor primarily is a 
soluble senun constituent， which is not acquired by the erythrocytes until after the birth of 
the individua1. Therefore， precursor c巴:lisgiving rise， to the tissue producing this serum 
factor do not appear to takepart in the exchange between the fetuses. 
The gene frequency of J+ (=JCS) in Holstein， Jersey， Japanese brown， Japanese black 
and Mishima native were 0.1392:1.00046， 0.2216土.0386，0.1477土.0242，0.0851土.0154and 
0.2164土.0238，respectively. And a1so， ofJ-(=Js十ja)were 0.8607， 0.7784， 0.8523， 0.9149 and 
0.7836 in sam巴5b1'eeds， 1'esp巴ctively.
'1) progeny from each of a pai1' of twin bulls with e1'ytluocyte chimerism have been 
test巴dfor possible effects of the intimate union of the hematopoietic tissu巴son the ge1'minal 
and somatic tissues of each twin. Each twin possessed in approx. equa1 proportions 2 anti-
genetically distinct kinds of blood cels. 'After differential hemolysistests， the abbreviated 
blood types of the 2 kinds of cels we1'巴 ;typeI:ん/-BGKO'/GD'O'G' Xd-JCS/ja and 
type I : OaJ'K' /BGKO' C/ー JS/jarepresenting， resp. 4 and 3 of the 10 alltigenic system of 
cattle blood. Seven progeny from test cross matings of on巴ofthe twins (genotype of type 1) 
did not contain OaJ'K'C 01' JS which differentiate type I bl00d from type 1. Similarly， 11
proge 
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to 10% as 2A-XX%， although it was g巴nerallythe same for membel' of a twin set. 1n 
addition， the age did not seem to hav巴anyinfluence for each individual throughout the 
observation p巴riods(3-160 days). 
3) The pr岱 enceof XX chromosome bearing cel1s in the male member or of XY cels 
in the female memb巴rfrom heterosexual twins， constitutes巴videncethat admixture' had 
occurred in embl'yonal stage叩 dthat the female is a fr巴emartin.No singlton has evel' b巴en
observed to have a karyotype with such sex chromosome chime1'ism. 
4) Ch1'omosome analysis from cultured leucocytes w巴recarried out in heterosexual 
quadruplets consisting of three freemartin and one male. Chimerism for male and female 
cel1s in cultured leucocytes of quadruplets were obse1'ved. The ratio of male and female cels 
were seemed to be apPl'Oximately similar in al calves inesp巴ctiveto thei1' phenotypic sex， 
the XX cels the highest， ranging f1'Ol11 93.2 to 95.7%. No evidence of changes in the p1'o-
portions of two karyotype cels in chimera have been observed under the normal situation 
with time， fo1' over 5 months after birth. 
5) CultUJ・edleucocytes in both fr巴el11artinsalld co-tripled male were allalysed as a 
2A-XXj2A-XX chimel'ism. The chimera ratio we1'e parallel with each othe1' among these 
three individuals， ranging fl'Om 76.9 to 81.8% as 2A-XX%. 
S巴ction3. Relationships between erythl'Ocytes and leucocytes under the phenomenon 
of chimera 
1) Blood typing and sex-chl'Omosol11al analysis wer巴carriedout on 23 casesof hete・
l'Osexual twins consisting of 13 f1'eemartins， 8 male co-twins with f1'巴emartinand 2 no1'mal 
cows from non-fre巴martinheterosexuual twins. 
Both erythrocyte and leucocyte chimerism were detected il al cases of the freema1'tins 
and its male co-twin. On the othe1' hand， in2 normal cows， nochimerism of erythl'Ocytes 01' 
leucocytes weJ:e obse1'ved. The chimera phenol11ena in blood typ巴 andcultured leucocytes 
appea1' to be due to the same cause. 
2) Erythrocyte and leucocyte analysis were carri巴dout in 2 sets of heteros巴xualtriplets 
c011sisting of two freemartins and 01e l11ale，包ldin 2 setsof quadruplets consisting of thr巴e
freemartins and 011e male. Both chime1'ism of erythrocytes and leucocytes were obse1'ved in 
each members of the same liter in these multiple births， showing g巴nerallya similar ratio 
of mixing of leucocytes and erythrocytes. 
3) The pattern of chimerism in leucocytes appears to be si 
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S巴ction4. On the blood cel chimerism as a ma.rker of invariably sterilization. 
1) Each chim巴richeifers， fwm heterosexual twins， triplets and quadruplets， several 
typical morphological chracteristics of freemartin were observed : absence of the oviduct 
and cervix， the hypop1astic uterus and anterior vagina， overdev巴lopedclitoris， the presence 
of the seminal vesicle-like structures， rudim巴ntarystructures of the W olffian ducts and the 
we11-developed ovarian b100d vessel plexuses. 
2) Hist010gically; the bilaterial gonads in aU cases showed generally immature ovary 
of a normal heifer but failed to show structures resembling seminiferous tubules. However， 
in some cases， atthe surrounding portion of the rete ovarii， there existed a Iτlas of small 
tubules somewhat resembling immat¥.!re. seminiferous tubules. 1n the uterine horns and 
seminal v巴sicle-lik巴structuresin a1 each freemartins， undeveloped gland-lik巴 sIl:uctures
were observed in the tunica propria. The rudimentary VVolffian ducts had a c巴ntra1cavity， 
with the surrounding portion containing small gland-like structures scattered here and there. 
S巴ction5. Genetical analysis of abnormal chim巴rism.
1) Abnormal blood type and female type chromosome in a male of heterosexual bovine 
twins. 
1n the cours巴ofa survey on the extent of chimerism among many chimeric individuals， 
present authors encountered a male of heterosexual twins which displayed the pattern of 
blood type different from the genotype. 1n addition， this animal exhibited the presence of 
100% cels of fema1e origin (2A-XX type) among the cultm:ed leucocytes. The present 
investigation is concerned the relationship between the genes governing the erythrocytes of 
such abnormal chimeras， the manifesting group of antigen and the mode of inheritance and 
sex ratio of the offspring. The results are summa.rized as follows : 
a) A bull born co-twin to a freemartin was noted to display pattern of blood type 
which was different from his genotype. The leucocyte culture of this bull exhibited mitotic 
cels exclusively of fema1e origin (2A-XX type). 
b) However， a study of the sex ratio of th巴offspringof this ma1e during the past 
five years showed no preponderance of f巴malepwgeny， suggesting that the interchange of 
cels resulting in an apparent displacement of the blood cel precursors in the male twin do巴S
not巴xtendto the germ line. 
2) Erythrocyte chimerism in heifer recorded as single-born. 
It is of int巴restto lmow the possibility that certain single-born freemartin may b巴existby 
ear1y embryona1 d巴athof co-male. 1n the course of blood typing analysis of 2068 herds， we 
found 4 single-born calves which have巴rythrocytesof two distinctly different antigenic 
types. Since thes巴J:esultsconfirmed on sample drawn from the chimeric animals at intervals 
of several months， there could be no doubt as to the peJ:mallence of chimera. And a1so， 
evidence from the heJ:d records in Holstein Cattle Association of Japan， and the breeding 
records by the owneJ: and a Veterinarian that these animals might have been carrying twins 
or dropped twins， was entire1y negative. The present report is conc巴rnedwith th巴evidence
which has led to the conclusion that one of the two cel types in thes巴particularcalves was 
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derived from a hematopoietic transplant received from a missing co-twin. The results are 
summerizecl as follows : 
a) 1n the blood analysis of 2068 hercls， evidence is presented for erythrocyt巴chime帽
rism in 3 heifers ancl one bull recorded as single-born by the phenogrouping method of blood 
typing and the official herd records. 
b) Since partial mutat.ion c0111d be excludecl as a cause of the chimeras， it was 
concluded that one of their two cell-types was derivecl fro11 a missing co-twin. 
c) Finally we mention that the present data s巴巴11to amplify the possibility that 
certain single-born heifers which prove to be non-breeders may be fr巴emartinswhose co-
twins were never born or went undetected in the discharged placentae. 
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